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ACTH
ADN
ADNF
ADNP
Akt
AMPc
ARN
ATP
Bcl-2
BDNF
BHE
BSA

C.v.
CaMKIV
CBP
CNP
CRE
CREB
DAB
DGH
DIV
DMEM
DMSO
DPX

EDTA
EE
EEA
Elk-1
ERK
FGFB
Fos
GAS
GC
GFAP
GH
GHBP
GHRH

Hormona adrenocorticotropa

Acido desoxirribonucleico

Factor neurotrofico dependiente de actividad
Proteina neuroprotectora dependiente de actividad
Proteina quinasa especifica de serina/treonina
Adenosin monofosfato ciclico

Acido ribonucleico

Adenosin trifosfato

Proteina de linfoma de células B

Factor neurotréfico derivado de cerebro
Barrera hematoencefélica

Albumina de suero bovino

Control

Control vieja

Calcio calmodulina quinasa IV

Proteina de unién a CREB

Fosfodiesterasa de nucledétidos ciclicos
Elemento de respuesta a AMPc

Proteina de uniéon a CRE

Diaminobenzidina

Deficiencia de GH

Dias in vitro

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetilsulféxido

Di-N-butil phthalato en xyleno

Dia de prefiez

Acido etilendiaminotetraacético

Error estandar

Encefalitis experimental autoinmune

Factor de transcripcion de la familia E twenty-six (ETS)
Quinasa regulada por sefales extracelulares
Factor basico de crecimiento de fibroblastos B
Factor de transcripcion codificado por el proto-oncogén c-Fos
Sitio activado por interferon gamma
Galactocerebrésido

Proteina &cida fibrilar glial

Hormona de crecimiento

Proteinas transportadoras de GH

Hormona liberadora de GH
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GHRP-6 Hexapéptido liberador de GH

GHS Secretagogos de GH

Grb2 Proteina de union a receptor de factor de crecimiento-2
H® Tritio

HEPES Acido N-2-hidroxietilpiperazino-N’-2-etanolsulfanilico
i.c.v. Intracerebroventricular

i.p. Intraperitoneal

IFN-y Interferon gamma

IGFBP Proteinas de unién de IGFs

IGF-I Factor de crecimiento similar a la insulina |
IgG Inmunoglobulina G

IL10 Interleuquina 10

IL-12 Interleuquina 12

IL-1a Interleuquina 1 a

IL-1B Interleuquina 1 B

IL-4 Interleuquina 4

IL-6 Interleuquina 6

iNOS Sintetasa del éxido nitrico inducible

IP Inositol fosfato

IRS Sustrato del receptor de insulina

JAK Proteina quinasa de la familia Janus

Jun Factor de transcripcion codificado por el gen c-Jun
kDa Kilodalton

LCR Liquido cefalorraquideo

LPS Lipopolisacaridos

LTP Potenciacién a largo plazo

LY LY294002

m Meses

MAG Glicoproteina asociada a mielina

MAPK Proteina quinasa activada por mitégenos
MBP Proteina béasica de mielina

MEK Quinasa de MAPK/ERK

MMSE Minimental state examination

MOPS Acido 3-(N-morpholino)propanoulfénico
Myc Factor de transcripcion codificado por el gen c-Myc
n.s. No significativo

NFI Factor nuclear |

NGF Factor de crecimiento nervioso

NMDA N-metil-D-aspartato

NO Oxido nitrico

04 Antigeno 04
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P10
P12
P75NTR
PAC1-R
PACAP
PB
PBS
PD
PDGF
PDK
PI3K
PIP2
PIP3
Pit-1
PKA
PKC
PLC
PLP
PMSF
preOD
PRL
PVDF
r.p.m.
Ras
R-GH
R-GHS
R-IGF-I
Rsk
RT-PCR
S.C.
SDS
Ser133
SFB
SHC
SNC
SNCa
SNP
SOS
SRE

Oligodendrocito

Probabilidad de error

Dia postnatal 10

Dia postnatal 12

Receptor P75 de las neurotrofinas

Receptor del polipéptido activador de la adenil ciclasa 1
Polipéptido activador de la adenil ciclasa de pituitaria
Tampén fosfato

Tampon fosfato salino

PD098059

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Fosfoinositidos

Fosfatidilinositol-3" quinasa
Fosfatidilinositol-3,4-bifosfato
Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

Factor de transcripcion especifico de hipdfisis
Proteina quinasa A

Proteina quinasa C

Fosfolipasa C

Proteina proteolipidica

Fluoruro de fenil metil sulfonilo

Pre oligodendrocitos

Prolactina

Polivinil difluoruro

Revoluciones por minuto

Proteina codificada por el gen ras

Receptor de GH

Receptor de secretagogos

Receptor de IGF-I

Proteina quinasa ribosomal S6

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Subcutaneo

Dodecil sulfato sddico

Serina 133

Suero fetal bovino

SH2-containing domain protein

Sistema nervioso central

Suero normal de cabra

Sistema nervioso periférico

Factor intercambiador de nucle6tidos de guanina
Elemento de respuesta al suero
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SRF
SS
STATs
T4
TGF-B
TNF-a
TrkB
TSH
u.d.a.
U.A.
VIP
VPAC

Factor de respuesta al suero

Somatostatina

Transductores de sefales y activadores de la transcripcion
Tiroxina

Factor de crecimiento transformador 3
Factor de necrosis tumoral a

Receptor tirosina quinasa B de neurotrofinas
Hormona tirotropa

Unidades densitométricas arbitrarias
Unidades arbitrarias

Péptido intestinal vasoactivo

Receptor de VIP
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1.- GENERALIDADES DEL SISTEMA GH/IGF-I

La hormona de crecimiento (GH) es una hormona proteica de naturaleza polimérfica
(Lewis, 1992) que es sintetizada, almacenada y secretada por las células somatotropas de la
adenohipdfisis (Pasteels et al., 1972). La forma mayoritaria de la GH es una proteina de
191 aminodacidos, lineal y no glicosilada con dos puentes disulfuro y un peso molecular de
22 kDa (Niall et al., 1973; Nicoll et al., 1986). Esta constituye el 90% de todas las variantes y
sus efectos son el prototipo de las acciones atribuidas a GH. Existe otra variante de GH de
20 kDa, que presenta una delecién de 15 aminoacidos entre las posiciones 32 a 46 de la
variante de 22 kDa, y representa aproximadamente el 10% del total (Baumann et al., 1985). El
resto corresponde a otras formas moleculares oligoméricas (Gorden et al., 1973) con actividad
bioldgica variable (Baumann, 1991).

La secrecion de GH esta regulada por un sistema complejo de interacciones. En este
control destacan dos neuropéptidos hipotaldamicos con acciones contrapuestas: la hormona
liberadora de GH (GHRH) y la somatostatina (SS) (Miller et al., 1987). GHRH estimula la
expresion del gen y la secrecion de GH, mientras que la SS inhibe su secrecion (Brazeau et al.,
19783; Guillemin et al., 1982; Gelato y Merriam, 1986; Mayo et al., 1995, 1996). La ghrelina, el
ligando enddgeno del receptor de los secretagogos de GH (R-GHS), es el neurorregulador
descrito mas recientemente (Kojima et al., 1999). La ghrelina segregada por el estbmago actiua
sobre la hipdfisis para estimular la secrecion de GH. Ademas, la ghrelina sintetizada en el
hipotalamo regula la secrecién de GH aumentando la liberacion de GHRH, amplificando su
accion a nivel de las células somatotropas, reduciendo la liberacion de SS y antagonizando la
sefalizacién de sus receptores (Smith, 2005). Por ultimo, la propia GH, que interviene en la
regulacion de GHRH y SS (Berelowitz, Firestone, et al., 1981) y el IGF-I, principal mediador de
las acciones de GH, actian tanto a nivel hipotalamico como hipdfisario (Berelowitz, Szabo, et
al., 1981; Yamashita y Melmed, 1986; Hartman et al., 1993) regulando la secreciéon de la GH
mediante mecanismos de retrocontrol negativo.

La secrecion de GH es pulsatil en humanos y en todas las especies de mamiferos
estudiadas hasta la fecha (Tannenbaum y Martin, 1976). En muchas especies, la edad y el
sexo, determinan en gran medida la sintesis y secrecion de GH y su pulsatilidad (Jansson et
al., 1985; Isaksson et al., 1988; Gatford et al., 1998). El patron de secrecion de GH exhibe un
dimorfismo sexual, donde los machos presentan niveles bajos de GH basal con pulsos de
secrecidn amplios de frecuencia regular (cada 3-4 horas) y las hembras niveles basales mas
elevados con pulsos de secrecion irregulares y de baja amplitud (Edén, 1979; Jansson et al.,
1985). En las especies de mamiferos estudiadas las concentraciones de GH, son elevadas
durante el periodo perinatal y disminuyen progresivamente durante la infancia (Rieutort, 1974,
1981; Strosser y Mialhe, 1975; Gluckman et al., 1979; de Zegher et al., 1993). Un segundo
aumento en las concentraciones de GH ocurre durante la pubertad tanto en hembras como en
machos (Strosser y Mialhe, 1975; Ojeda y Jameson, 1977; Edén, 1979; Zadik et al., 1985). A
partir de este momento la secrecién de GH comienza a declinar alcanzando niveles bajos en la
senescencia (Corpas et al., 1993).

Ademas de en las células somatotropas de la hipofisis anterior, se han observado
ciertos niveles de expresién de GH en areas del SNC (Gossard et al., 1987; Yoshizato et al.
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1998), monocitos (Weigent et al., 1988), linfocitos, timocitos (de Mello-Cohelho et al., 1998),
neutréfilos (Kooijman et al., 1997), placenta (Boguszewski et al., 1998) y tejido mamario normal
y neoplasico (Mol et al., 1995).
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Figura 1. Autorregulacion del sistema GH/IGF-I. Representacién esquematica de las interacciones entre los
distintos componentes del sistema en sus tres niveles: nivel hipotalamico, nivel hipofisario y nivel periférico. Las
flechas verdes indican un efecto estimulador y las rojas un efecto inhibidor.

Los mecanismos por los que GH ejerce sus efectos biolégicos son el resultado de la
unién de la GH a su receptor (R-GH) y dependen de la presencia en la sangre de proteinas
transportadoras de GH (GHBP) que compiten con su receptor en su afinidad por la GH,
modulando sus acciones bioldgicas. Se han descrito dos tipos distintos de GHBP, una de alta
afinidad, la GHBP1 (Baumann et al., 1986) y otra de baja afinidad, la GHBP2 (Baumann y
Shaw, 1990a) cuya estructura es idéntica a la porcion extracelular del receptor de la GH
(Barnard et al., 1989; Zhou et al., 1997). La mitad de la GH de 22 kDa, y una cuarta parte de la
variante de 20 kDa circulan en forma de complejos GH-GHBP (Baumann et al., 1989; Baumann
y Shaw, 1990b).
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Ademas de las acciones directas, muchos de los efectos de GH son ejercidos
indirectamente a través de la estimulacién de la sintesis y secrecion del factor de crecimiento
similar a la insulina, IGF-1 (Isaksson et al., 1988; Daughaday, 1989; Xu y Sonntag, 1996). El
IGF-I es un pequeno péptido (7,5 kDa) estructuralmente relacionado con la pro-insulina. El
IGF-I es el péptido dependiente de GH mejor caracterizado, siendo la GH la responsable
principal de los niveles de IGF-I plasmaticos (Clemmons, 2006). Aunque la mayoria del IGF-I
plasmatico proviene de la sintesis y liberacion hepatica (Clemmons y Van Wyk, 1984;
Schwander et al., 1983) la GH también estimula la sintesis y secrecion de IGF-1 en otros
organos, incluido el SNC, (D’Ercole et al., 1984, 1986; Hynes et al., 1987; Garcia-Segura et al.,
1991), donde el IGF-lI puede actuar por mecanismos paracrinos o autocrinos (Murphy vy
Friesen, 1988; Holly y Wass, 1989; Liu et al., 2000). Aproximadamente el 1% del IGF-I
plasmatico circula de forma libre, el resto se une a proteinas de unidn especificas (IGFBP) que
aumentan su vida media (Janssen y Lamberts, 1999). Existen 6 IGFBP especificas de tejido
que constituyen un elaborado sistema de transporte y regulacion del IGF-I (Daughaday y
Rotwein, 1989). El IGF-I libre se une al receptor de IGF-I (R-IGF-I) para ejercer sus acciones
biol6gicas (Bondy et al., 1990).

2.- GH Y CEREBRO

Ademas de sus acciones clasicas sobre el crecimiento y el metabolismo, la GH ejerce
importantes funciones en el cerebro.

La amplia distribucion de GH y de su receptor en el SNC fetal (Garcia-Aragén et al.,
1992; Lobie et al., 1993) sugiere que la GH pueda ejercer un papel relevante a este nivel.
Numerosos estudios han evidenciado que la GH juega un papel clave en el desarrollo y
maduracién del cerebro actuando como un factor de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular (Turnley et al., 2002; Ajo et al., 2003; Sanders y Harvey, 2004).

Estudios en ratones con defectos congénitos de GH han puesto de manifiesto la
importancia de GH en el desarrollo cerebral. Los ratones deficientes de GH Snell dwarf, con
una mutacion del gen Pit1, y el raton Little, con una alteracion en el gen del receptor de GHRH,
presentan microcefalia con hipomielinizacién, crecimiento neuronal retardado con una pobre
sinaptogénesis y actividad locomotora reducida (Morisawa et al., 1989; Noguchi, 1996). El
tratamiento con GH de estos ratones normaliza parcialmente el peso cerebral y el contenido de
ADN y ARN, el tamafo neuronal, y el tamano y la arborizacion dendritica, aumentando su
densidad (Sugisaki et al., 1985; Noguchi et al., 1988). Por el contrario, los ratones transgénicos
que sobreexpresan GH presentan un mayor crecimiento, un elevado peso de la médula espinal
y del cerebro y un aumento de las motoneuronas espinales, ademas de numerosas
alteraciones endocrinas (Chen et al., 1997; Bartke et al., 1999). En humanos con sindrome de
Laron, causado por una mutacién del R-GH, se observa un desarrollo motor retardado,
microcefalia y retraso en el desarrollo intelectual (Rosenfeld et al., 1994; Laron, 1999).

En el cerebro adulto, la GH esta implicada en la regulacion de las funciones cognitivas,
del balance energético, la memoria, el aprendizaje, el estado de animo, la neuroproteccion, la
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neurogénesis, el flujo sanguineo, el suefio y bienestar general (Nyberg, 2000; Scheepens et al.,
2000; Aberg et al., 2009).

En los ultimos anos las acciones de GH en el cerebro han recibido una gran atencién,
especialmente en el contexto de la deficiencia de GH (DGH) en humanos. Los nifios con DGH
sufren alteraciones del suefo y son psicolégicamente inmaduros (Hayashi et al., 1992). Los
pacientes adultos con DGH adquirida presentan fatiga, falta de concentracion, baja energia,
alteraciones de la memoria, irritabilidad y una falta de bienestar generalizada (Bjork et al., 1989;
McGauley, 1989; McGauley et al., 1990; Bengtsson et al., 1993; Rosenfeld y Bengtsson, 1994).
La administracion de GH a estos individuos aumenta los niveles de GH en el LCR (Rosenfeld y
Bengtsson, 1994) y mejora la funcidén cognitiva, el estado de animo, la memoria y en términos
generales el bienestar psicologico (McGauley, 1989; Bengtsson et al., 1993; Deijen et al., 1998;
Arwert et al., 2006). Se han observado resultados semejantes en ratas, donde la carencia de
GH también afecta a los procesos de aprendizaje y memoria (Schneider-Rivas et al., 1995; Le
Greves et al., 2002, 2006).

Aunque todas estas evidencias apoyan un papel de la GH en el cerebro, el modo y los
mecanismos mediante los cuales la GH alcanza y actia en el cerebro no estan completamente
clarificados. La GH puede actuar en el cerebro de manera directa o indirecta a traves de
mediadores de origen tanto periférico como local. La accion directa de la GH en el SNC esta
avalada por el hecho de que su receptor se expresa ampliamente en el cerebro (Burton et al.,
1992) y por la capacidad de la GH de atravesar la BHE (Pan et al., 2005). Ademas, la GH se
expresa en el cerebro (Gossard et al., 1987) donde puede actuar mediante mecanismos
autocrinos/paracrinos (Lobie et al., 2000).

Esta ampliamente aceptado que muchas de las acciones de GH son indirectas y estan
mediadas por las acciones autocrinas/paracrinas del IGF-1 (D’Ercole et al., 1984; Isaksson et
al., 1987; Ajo et al., 2003). Tanto el IGF-I como el R-IGF-I se expresan en la mayoria de las
areas cerebrales (Werther et al., 1990; Sonntag et al., 1999). La GH puede actuar
indirectamente en el cerebro aumentando los niveles de IGF-I circulante, que, tras atravesar la
BHE alcanza el SNC (Reinhardt y Bondy, 1994), o estimulando la sintesis de IGF-I a este nivel
(Hynes et al., 1987; Lopez-Fernandez et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frago et al., 2002).

Aunque el IGF-I es el principal mediador de las acciones de GH, otros mediadores
pueden estar implicados en las acciones de GH en el cerebro. El tratamiento con GH aumenta
los niveles de diversos neuropéptidos, aminoacidos y metabolitos de monoaminas en el LCR
de pacientes con DGH (Burman et al., 1995; Johansson, Larson, et al., 1995; Nyberg y
Burman, 1996). En ratas viejas la administracion subcutdnea de GH induce en la corteza
cerebral la expresién de SS, neuropéptido implicado en el proceso de memoria (Lépez-
Fernandez et al., 1996). Las interrelaciones demostradas entre IGF-1, VIP y BDNF sugieren que
estos factores neurotréficos puedan mediar las acciones de GH en el SNC. En este sentido
estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado la existencia de una estrecha relacion
entre el IGF-1y VIP (Lara et al., 1994; Fernandez et al., 2003). De igual manera, se ha descrito
una relacion entre el IGF-1 y la expresién de BDNF en el cerebro de ratas (Park et al., 2011).
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2.1.- Receptor de GH en el cerebro

El R-GH es una proteina transmembrana perteneciente a la familia de los receptores de
citoquinas (Postel-Vinay y Finidori, 1995). EI R-GH consiste en una cadena polipeptidica de
620 aminod&cidos con un unico dominio transmembrana (Kelly et al., 1991) que conecta un
dominio extracelular, responsable de la interaccion con la hormona, con un dominio intracelular,
asociado con el sistema efector (Leung et al., 1987).

Multiples estudios utilizando diversas técnicas han puesto de manifiesto la presencia del
R-GH en el cerebro de una gran variedad de especies (Fraser et al., 1990; Burton et al., 1992;
Lobie et al., 1993; Hull y Harvey, 1998) incluido el hombre (Lai et al., 1991; Castro et al., 2000).

En la rata, se ha detectado la expresion del ARNm y de la proteina del R-GH en todos
los tipos de células del cerebro embrionario (neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia)
observandose una mayor expresion en el I6bulo frontal, hipocampo, talamo, hipotalamo,
cerebelo, tallo cerebral y bulbo olfatorio (Lobie et al., 1993). La expresién del R-GH aumenta
significativamente a partir de la mitad de la prefiez, alcanzando su maximo nivel en los
primeros dias de vida postnatal y disminuyendo posteriormente. En el cerebro de la rata joven,
la expresion del R-GH se localiza fundamentalmente en las areas cerebrales implicadas
activamente en la neurogénesis, incluido el giro dentado del hipocampo, el bulbo olfatorio y la
zona sub-ventricular (Lobie et al., 1993; Turnley et al., 2002). En el cerebro de la rata adulta,
aunque la expresion del R-GH es relativamente baja (Garcia-Aragén et al., 1992; Lobie et al.,
1993), su distribucion espacial es similar a la del cerebro joven, localizdndose principalmente
en los nucleos periventriculares, neuronas corticales, plexo coroideo y en el giro dentado del
hipocampo (Fujikawa et al., 2000). En términos generales, la distribucion regional del R-GH
coincide con &reas cerebrales de alta expresién del IGF-1 y del R-IGF-I (Bondy et al., 1992;
Donhaue et al., 2006). El patron ontogénico de expresién del IGF-1 y del R-IGF-1 en el cerebro
ocurre en paralelo al del R-GH (Garofalo y Rosen, 1989; Bondy et al., 1990). Este patron
ontogénico de expresion del R-GH es especifico del SNC y diferente al observado en el higado,
corazén y rindén, donde la expresion es muy baja al nacimiento y se incrementa durante las
5 semanas de vida postnatal (Mathews et al., 1989). La insulina, los estrégenos y en ciertas
circunstancias, la propia GH, regulan la expresion del R-GH en el cerebro (Kelly et al., 1991;
Hull y Harvey, 1998; Le Greves et al., 2002; Donahue et al., 2006).

La amplia expresion del R-GH en el cerebro sugiere su implicaciéon en la regulacién de
multiples funciones cerebrales. Asi, el R-GH presente en las neuronas hipotalamicas
productoras de GHRH y de SS participa en la autorregulacién de la secrecion de GH
(Andersson et al., 1983; Lobie et al., 1993; Mayo et al., 1995), mientras que el R-GH del epitelio
del plexo coroideo podria mediar el transporte de GH a través de la BHE (Lai et al., 1991;
Coculescu, 1999). Las funciones que el R-GH puede ejercer en otras areas cerebrales como el
hipocampo, la amigdala y el putamen aun son poco conocidas. Dado que el hipocampo es el
area cerebral asociada con la memoria y el aprendizaje (Burgess et al., 2002) y que la terapia
sustitutiva con GH mejora estas funciones (Bjork et al., 1989; Bengtsson et al., 1993; Rosenfeld
y Bengtsson, 1994; Burman et al., 1995; Deijen et al., 1998; Gibney et al., 1999), se ha
sugerido que el R-GH en el hipocampo media los efectosde la GH en las funciones cognitivas y
en la memoria. A favor de esta hip6tesis estan las observaciones de pacientes con alteraciones
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del R-GH que presentan deficiencias intelectuales, de aprendizaje y de memoria (Hull y Harvey,
1998).

2.2.- Mecanismo de accion de GH: vias de senalizacion intracelular

La interaccion de GH con el R-GH promueve la dimerizacion del receptor (de Vos et al.,
1992) y la asociaciéon de la proteina tirosina quinasa citoplasmatica JAK2 (Argetsinger et al.,
1993; Argetsinger y Carter-Su, 1996; Carter-Su et al., 1996). La unién de JAK2 al receptor
activa su actividad tirosina quinasa, autofosforilandose y fosforilando residuos de tirosina del
dominio intracelular del R-GH (Argetsinger et al., 1993; Campbell et al., 1993). La formacion del
complejo GH-RGH-JAK2 y su fosforilacion conduce, mediante fosforilaciones posteriores de
diversos sustratos, a la activacion de multiples cascadas de senalizacién que culmina con la
respuesta fisiologica a GH. Entre las vias de sefalizacién implicadas en las acciones de GH se
encuentran, entre otras, los factores latentes de transcripcion citoplasmaticos STATS, la via de
las MAP quinasas (MAPK) y la via de la PI3 quinasa (PI3K).

Las STATs constituyen una via de sefalizacion relativamente directa entre el R-GH y el
nucleo. Tras su fosforilaciéon por JAK2 (Carter-Su y Smit, 1998), las STATs se dimerizan y
translocan al nacleo donde activan la transcripcién génica uniéndose a secuencias especificas
del ADN denominadas GAS situadas en la regiéon promotora de los genes diana (lhle, 1996;
Leonard y O"Shea, 1998). Aunque la GH activa las STATs 1, 3, 5a y 5b (Gronowski y Rotwein,
1994; Campbell et al., 1995; Gouilleux et al., 1995; Gronowski et al., 1995; Wang y Wood,
1995), STAT5b es el principal mediador biolégico de la senalizacion de GH en sus acciones
sobre el crecimiento y en la expresion del IGF-1 (Udy et al., 1997; Teglund et al., 1998).

Una segunda via de sefalizacion importante en la regulacion de la transcripcion génica
por GH es la via Ras-MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos). La GH activa esta
via de senalizacion mediante la fosforilacién de la proteina SHC (Smit, 1999), y consiguiente
asociacién de Grb2 (proteina 2 de union al receptor de factores de crecimiento) (Rozakis-
Adcock et al., 1992) y del factor SOS (factor intercambiador de nucleétidos de guanina). El
complejo SHC-Grb2-SOS activa a la proteina asociada a la membrana Ras, que activa a la
serina/treonina quinasa Raf (Crews y Erikson, 1993), que a su vez fosforila y activa a las
serina/treonina quinasas MEK (MAPK/ERK quinasa) (Kyriakis et al., 1992; Crews y Erikson,
1993), que finalmente, fosforilan y activan a las proteinas MAPK ERK1 y ERK2 (Méller et al.,
1992; Vanderkuur et al., 1997).

Entre los sustratos de las ERKs regulados por GH se incluye la familia de proteinas
quinasas ribosomales S6 o Rsk (Rsk 1, 2 y 3) (Seger y Krebs, 1995), que una vez fosforiladas
se translocan al nicleo donde participan en la activacién de factores de transcripcion, como
CREB (proteina de unién a CRE) (Xing et al., 1996, 1998), el coactivador CBP (proteina de
unién a CREB) (Nakajima et al., 1996), o el SRF (factor de respuesta al suero) (Rivera et al.,
1993). Ademas, ERK1 y ERK2 fosforilados pueden translocarse al nucleo (Chen et al., 1992)
fosforilando y regulando directamente la actividad de diversos factores de transcripcion
nucleares, como Fos (Chen et al., 1993, 1996), Jun (Hibi et al., 1993), Myc (Chang y Karin,
2001) o Elk-1 (Gille et al., 1995), que en presencia del SRF induce la transcripcion a traves del
elemento de respuesta al suero (SRE), presente en numerosos genes de expresion temprana.
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La GH también puede actuar a través de la via de senalizacion de la PI3 quinasa
mediante la fosforilacion de los sustratos del receptor de insulina 1, 2 y 3 (IRS-1, -2 y -3)
(Souza et al., 1994; Argetsinger et al., 1996; Carter-Su et al., 1996; Yamauchi et al., 1998). La
fosforilacion de las proteinas IRS por JAK2 proporciona sitios de unién para el dominio SH2 de
la subunidad reguladora de 85 kDa de la enzima fosfatidilinositol (PI) 3’-quinasa (Smit, 1999),
activando a su vez al dominio catalitico de la PIBK (Myers et al., 1992; Kooijman et al., 1995).
La activacion de la PI3K conlleva, a su vez, un aumento de los mensajeros secundarios
fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) y fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (Shepherd et al.,
1998). El PIP3 se une a la proteina quinasa Akt, que se transloca a la membrana plasmatica
donde es fosforilada por proteinas quinasas dependientes de fosofoinositidos (PDK) (Alessi et
al., 1997; Stokoe et al., 1997). La fosforilacion de Akt incrementa su actividad quinasa lo que
conduce a la fosforilacién de diversos sustratos implicados en distintos procesos celulares.

La relevancia fisiol6gica de la activacion por GH de las vias de senalizacién de la MAPK
y de la PISK es menos clara que la de STAT5b. El hecho de que la activacion de la via de la
MAPK haya sido implicada en la supervivencia celular (Borasio et al., 1989) y en el crecimiento,
proliferacion y diferenciacion celular (Coolican et al., 1997) sugiere que las acciones
neurotroficas de GH podrian estar mediadas por esta via. En cuanto a la via PI3K, se ha
sugerido que esta via de sefalizacion media fundamentalmente los efectos de GH sobre el
metabolismo (Yamauchi et al., 1998; Herrington y Carter-Su, 2001), sin embargo, existen
evidencias que indican que esta via también podria estar implicada en las acciones
proliferativas (Liang et al, 2000) y antiapoptoéticas de GH (Costoya et al., 1999; Jeay et al.,
2001; Mertani et al., 2001).

2.3.- Expresion de GH en el cerebro

En los ultimos afos se ha evidenciado la presencia de GH (proteina y ARNm) en
diversas areas del sistema nervioso tanto en roedores como en humanos (Hojvat, Baker et al.,
1982a; Gossard et al., 1987). En ratas, la GH se expresa fundamentalmente en la corteza
cerebral, el hipocampo, el ndcleo caudado, el talamo y el hipotalamo (Yoshizato et al., 1998;
Sun et al., 2005; Donahue et al., 2006; Devesa et al., 2011).

El patrén ontogénico de expresion de GH cerebral es especifico de este tejido y
diferente al de la hipdfisis. La expresion de GH cerebral alcanza su maximo prenatalmente y
disminuye durante las 2 primeras semanas postnatales, mientras que la GH hipofisaria
aumenta postnatalmente alcanzando concentraciones maximas en la rata adulta (Hojvat,
Emanuele, et al., 1982; Lobie et al., 1993).

Las diferencias en el patrén ontogénico sugieren, a su vez, diferencias en la sintesis y
liberacién de GH entre el cerebro y la hipdfisis. De hecho, mientras que la liberacion de GH por
la hipéfisis no es autbnoma, la GH se libera de forma continua por células cerebrales en cultivo
(Pacold et al., 1978; Hojvat, Baker, et al., 1982). Sin embargo, al igual que la GH hipofisaria, la
liberacién de GH por células de la amigdala, hipocampo e hipotalamo es suprimida por SS
(Pacold et al., 1978; Hojvat, Baker, et al., 1982). La GH cerebral parece estar regulada por la
GH hipofisaria, como se deduce del hecho de que la hipofisectomia aumenta los niveles de la
GH en la amigdala, el hipotalamo y el tdlamo, aunque los disminuye en el nucleo caudado, el
hipocampo y la corteza cerebral (Hojvat et al., 1986).
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2.4.- Papel fisiolégico de GH en el sistema nervioso central

Mas alla de sus conocidas acciones en el crecimiento corporal y el metabolismo, la GH
ejerce importantes acciones en la regulacion de la proliferacién y supervivencia celular en
diversos 6rganos, incluido el SNC (Costoya et al., 1999; Sanders y Harvey, 2004; McLenachan
et al., 2009; Aberg, 2010).

Acciones neurotroéficas durante el desarrollo embrionario

La presencia de GH y de su receptor durante el desarrollo del SNC sugiere que esta
hormona juega un papel relevante en la neurogénesis y en la gliogénesis. La primera evidencia
de las acciones neurotroficas de GH en el cerebro procede del estudio de Diamond (1968), en
el que se observé que el tratamiento con GH aumentaba el grosor de las estructuras
diencefélicas (comisura anterior y posterior) durante el desarrollo postnatal del cerebro.
Diversos estudios han demostrado las acciones de GH sobre los diferentes tipos de células
neurales del cerebro embrionario.

Modelos animales de deficiencia de GH han evidenciado la importancia de la GH en el
proceso de mielinogénesis. Los ratones microcefdlicos Little, ademas de presentar
alteraciones en el tamano neuronal y en la arborizacion dendritica, exhiben cerebros
hipomielinizados (Noguchi et al., 1988). Estudios posteriores en este modelo de ratén, sugieren
la participacion de GH en la proliferacion y diferenciacion de los oligodendrocitos durante el
desarrollo cerebral (Morisawa et al., 1989). De manera similar, en ratas, se ha demostrado que
el tratamiento con antisuero de GH disminuye la proliferacibon de progenitores
oligodendrogliales con el consiguiente fallo en la mielinizacién del cerebro de ratas durante el
desarrollo (Pelton et al., 1977).

En cuanto a las acciones de GH en neuronas, estudios in vivo e in vitro han demostrado
la capacidad de GH de estimular la neurogénesis promoviendo la proliferacion, diferenciacion
y maduracion de las neuronas durante el desarrollo cerebral (Zamenhof et al., 1966; Noguchi et
al., 1988; Ajo et al., 2003). En este sentido, Turnley et al. (2002) demostraron en ratas (E14) la
expresion de GH principalmente en areas de neurogénesis de la corteza cerebral. La GH
estimula también el proceso de gliogénesis induciendo la proliferacién y diferenciacion de
astrocitos en células cerebrocorticales procedentes de embriones de rata.

El hecho de que ciertos efectos neurotréficos de GH desaparezcan cuando se bloquea
IGF-1, sugiere que estan mediados por IGF-I (Ajo et al., 2003). La sobreexpresion de GH
aumenta el peso del cerebro y la expresion de la proteina GFAP, sugiriendo un efecto
estimulante en la astroglia (Miller et al., 1995).
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Figura 2: Vision esquematica de las acciones de GH e IGF-I en los distintos tipos celulares del cerebro.
Amarillo: oligodendrocitos; azul: neuronas; verde: astrocitos; rojo: eritrocitos; naranja: arteriolas. Las flechas indican
las dianas celulares sobre las que GH e IGF-I actuan.

Acciones neuroprotectoras

La GH no sélo esta implicada en la maduracion y crecimiento cerebral, sino que actlua
como factor neuroprotector frente a diversos danos neuronales (Gustafson et al., 1999;
Scheepens et al., 2000, 2001).

En ratas neonatales y jovenes, la administracion subcutanea de altas dosis de GH ha
demostrado ejercer importantes acciones neuroprotectoras (Gustafson et al., 1999; Scheepens
et al., 2001) y antiapoptéticas (Shin et al., 2004).

En modelos de ratas jévenes con isquemia hipéxica se produce, a las pocas horas de la
lesién, un aumento de la expresion del R-GH en astrocitos reactivos (Scheepens et al., 1999) y
en la zona subventricular, rica en progenitores neurales, junto con un incremento de
marcadores celulares de neurogénesis (Christophidis et al., 2009). Ademas, se ha observado
un aumento de la inmunoreactividad a GH en las neuronas lesionadas, en los axones
mielinizados y en las células gliales presentes en la zona lesionada y en los alrededores de la
misma. A las 24 horas de la lesion, la presencia de GH es evidente en el plexo coroideo y en
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las células ependimales préximas a los ventriculos (zonas de progenitores neurales)
alcanzando su maxima expresion a los 3-5 dias y desapareciendo a los 7 dias.

Scheepens et al. (2001) observaron en ratas con lesiones cerebrales hipdxicas una
pronunciada expresion de GH en areas con una significativa pérdida celular. La administracion
i.c.v. de GH redujo la pérdida de neuronas en la corteza cerebral, hipocampo e hipotalamo.
Este patron de neuroproteccion coincide con la distribucién anatomica del R-GH en el cerebro
de la rata, apoyando la hipo6tesis de que estos efectos neuroprotectores estdn mediados
directamente por GH y no por IGF-I. Sin embargo, considerando las acciones neuroprotectoras
del IGF-1 no se puede descartar que el aumento de IGF-I observado tras una lesion cerebral
(Gluckman et al., 1992; Gustafson et al., 1999; Scheepens et al., 2000) esté actuando como
mediador de los efectos de la GH (Beilharz et al., 1998).

Aunque muchos de los efectos neuroprotectores del IGF-I estan relacionados con
mecanismos antiapoptéticos (Russell et al., 1998; Takadera et al., 1999; Van Golen y Feldman,
2000; Guan et al., 2003; Brywe, Mallard, et al., 2005), dltimamente se ha postulado que las
acciones neuroprotectoras tanto de GH como del IGF-I se deben fundamentalmente a su
capacidad de estimular la génesis celular en el cerebro adulto (Aberg et al., 2006, 2009). En
este sentido, se ha observado que en el hipocampo el IGF-I aumenta el reclutamiento de
oligodendrocitos y la aparicion de novo de células endoteliales. Este efecto podria explicar el
aumento de la vascularizacion cerebral observado tras el tratamiento con GH (Aberg et al.,
2006).

2.5.- Sistema GH/IGF-l y envejecimiento

Hace mas de 30 afos se puso de manifiesto que los ancianos sufrian una pérdida de la
capacidad de secretar GH en respuesta a estimulos como la hipoglucemia insulinica o la
administracién de arginina (Laron et al, 1970). Hoy en dia estd ampliamente aceptado que
durante el envejecimiento se produce una disminucién de la secrecion de GH en humanos
(Iranmanesh et al., 1991; Corpas et al., 1993; Giustina y Veldhuis, 1998), primates (Kaler et al.,
1986; Woller et al., 2002) y roedores (Sonntag et al., 1980; Takahashi et al., 1987). Este
declinar de la secrecion de GH se debe fundamentalmente a una disminucion de la amplitud de
los pulsos de secrecion, sin que se produzcan cambios significativos en la frecuencia de los
mismos (Sonntag et al., 1980, 1986; Takahashi et al., 1987; Russell-Aulet et al., 2001).
Ademas, en el envejecimiento se produce una alteracion del ritmo circadiano de secrecion,
caracterizado por una disminucion de la secrecion nocturna de GH y por la pérdida de un ritmo
definido de secrecion dia-noche (Carlson et al., 1972; Finkelstein et al., 1972; Ho et al., 1987;
Cummings y Merriam, 1999).

La disminucion de la secrecién de GH se acompafa de una disminucién de los niveles
circulantes de IGF-I (Florini et al., 1981; Johanson y Blizzard, 1981; Rudman et al., 1981;
Corpas et al,, 1993). Estas alteraciones en el sistema GH/IGF-I serian responsables de la
pérdida de masa muscular, aumento de la grasa corporal y deterioro de distintos tejidos y
funciones fisiolégicas que ocurren en el envejecimiento (Rudman, 1985; Corpas et al., 1993).

A nivel hipofisario se ha descrito una disminucién del contenido de GH (Dickerman et
al., 1972; Sonntag et al., 1980; Forman et al., 1985; Deslauriers et al., 1991; Lépez-Fernandez
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et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007) en ratas y humanos.
También se ha descrito una menor expresion del gen de la GH en hembras y machos (Martinoli
et al., 1991; Velasco et al., 1998), estableciéndose una situacion de déficit hipofisario de GH en
el envejecimiento. Los mecanismos neuroendocrinos de la somatopausia no estan bien
establecidos. Entre las posibles causas, solas 0 combinadas, se han incluido la reduccion de la
secrecion o accion de GHRH, el aumento de la secrecidén o accién de SS y la reduccion del
numero de células somatotropas. Estudios recientes favorecen la hipétesis de que el declinar
del sistema GH/IGF-1 con la edad no se debe a una alteracion constitutiva primaria de las
células somatotropas, sino mas bien a cambios en los reguladores hipotalamicos de GH. La
disminucion de la expresion de GHRH y de sus receptores en la hipofisis parece ser la causa
principal de la disminucion de la GH con la edad (Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007).

2.6.- Sistema GH/IGF-I y envejecimiento cerebral

Ademéas de las alteraciones en los niveles periféricos de GH e IGF-I, el envejecimiento
también afecta a los componentes del sistema GH/IGF-I en el cerebro.

El efecto del envejecimiento en la expresion de GH cerebral no esta suficientemente
documentado. Sin embargo, la menor concentracion de GH en el LCR de ancianos
(Johansson, Larson, et al., 1995) y la disminucién de la expresion del R-GH (Lai et al., 1993;
Zhai et al., 1994; Nyberg y Burman, 1996; Nyberg, 1997) sugieren que durante el
envejecimiento hay una menor disponibilidad de GH en el cerebro.

Numerosos estudios han demostrado en humanos y en ratas que el envejecimiento
afecta a la uniéon de GH a su receptor, lo que podria reflejar una disminucién en el nimero del
R-GH (Lai et al., 1993; Zhai et al., 1994; Nyberg y Burman, 1996). En cerebro humano, se ha
observado una correlacion negativa entre la densidad de sitios de unién de GH y la edad en
diversas areas del cerebro como el plexo coroideo, hipocampo, hipotalamo, hipéfisis y caudo-
putamen (Lai et al., 1993). La disminucion mas pronunciada se evidencia a partir de los 60
anos (Lai et al.,, 1993). En ratas también se ha demostrado una disminucién progresiva del
R-GH en el cerebro a partir de la semana 12 de vida postnatal (Zhai et al., 1994).

Los mecanismos moleculares responsables de la disminucion del R-GH en el cerebro
aun son desconocidos. Estudios previos sobre la disminucién de la densidad de receptores de
dopamina en el envejecimiento sugieren que esta disminucién puede deberse a una pérdida
neuronal (Roth et al., 1984) asi como a una menor tasa de biosintesis del receptor a nivel de la
expresion génica (Mesco et al., 1991). Lai et al., observaron, en estudios no publicados, que
con la edad se produce una disminucion en la expresion del ARNm del R-GH en el plexo
coroideo humano. Dada la implicacion de GH y de sus receptores en los procesos de
aprendizaje y memoria, la regulacién negativa del R-GH con la edad podria estar relacionada
con las alteraciones funcionales del SNC en el envejecimiento.

Los estudios sobre la expresion de la proteina y del ARNm de IGF-1 en el cerebro viejo
son discordantes. Sonntag et al. (1999) observaron que, aunque la expresion del ARNm de
IGF-1 no cambiaba en la corteza cerebral a lo largo de la vida, se producia una disminucion de
la expresidén de su proteina y de su capacidad de unién a su receptor en la corteza cerebral y
en el hipocampo. Posteriormente, Lai et al. (2000) encontraron una disminucién en la expresion
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del ARNm de IGF-I en el hipocampo de las ratas viejas, pero no en otras regiones cerebrales.
Por su parte, Pafieda et al. (2003) observaron que la disminucién de los niveles del ARNm de
IGF-I en el cerebelo de ratas viejas estaba asociada con un aumento de la muerte celular y con
la activacion de las enzimas pro-apoptoticas caspasa-3 y -9.

La informacién disponible sobre el efecto del envejecimiento en la expresion del R-IGF-I
en el cerebro es contradictoria. En ratas, Chung et al. (2002) han descrito un aumento del
namero de receptores en las células piramidales de las capas corticales IlI-lll y V-VI ademas de
en el area CA3 del hipocampo. Otros investigadores han demostrado una disminucion en el
numero de receptores en el hipocampo (Sonntag et al., 1999) y en la corteza cerebral (D'Costa
et al., 1993). En humanos, el numero de R-IGF-I parece no disminuir con la edad (De Keyser et
al., 1994).

Dadas las importantes acciones del sistema GH/IGF-I en la neuroproteccion y en el
mantenimiento de la vasculatura cerebral, su alteracién durante el envejecimiento podria
afectar al funcionamiento cerebral y contribuir a su deterioro (Sonntag et al., 1997; Finch, 2002;
Erickson y Barnes, 2003; Gallagher et al., 2003; Rosenzweig y Barnes, 2003).

2.7.- Sistema GH/IGF-| y alteraciones cognitivas en el envejecimiento

Se ha sugerido que la disminucién de la actividad del eje GH/IGF-I esta implicada en las
alteraciones de la funcién cognitiva que acompanan al envejecimiento. Numerosos trabajos han
abordado la posible relacion entre los niveles séricos de IGF-I y la funcion cognitiva.

En ancianos, diversos estudios han establecido una relaciébn entre las bajas
concentraciones del IGF-I circulante y alteraciones cognitivas como la velocidad mental de
procesamiento de informacién (Aleman et al., 1999; Dik et al., 2003), la memoria visual y verbal
(Morley et al., 1997), la capacidad de resolucién de problemas y bajas puntuaciones en el test
MMSE (Rollero et al., 1998; Kalmijn et al., 2000). No obstante, en otros estudios no se ha
observado ninguna asociacion entre los niveles circulantes de IGF-1 y la pérdida de capacidad
cognitiva (Papadakis et al., 1995), ni entre los niveles de IGF-I y la capacidad de atencion,
inteligencia o memoria (Aleman et al., 1999, 2000). También se ha sugerido una relacion entre
los bajos niveles de IGF-1 y el desarrollo de demencia (Murialdo et al., 2001). Estudios
realizados en centenarios han mostrado una mayor prevalencia de demencia entre aquellos
individuos con niveles bajos de IGF-I (Arai et al., 2001). En ratas viejas, la administracion de
IGF-1 i.c.v. revierte las alteraciones de la memoria de trabajo y de las referencias espaciales
asociadas a la edad (Markowska et al., 1998).

Por otro lado, se cree que los bajos niveles de IGF-1 en el envejecimiento pueden ser un
factor relevante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer (Connor et al., 1997; Connor y Dragunow, 1998). El IGF-I estd implicado en la
regulacion cerebral de los niveles de B-amiloide, factor implicado en la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer (Carro et al., 2002). En ratones mutantes con deficiencia de IGF-I se
ha observado un aumento de la acumulaciéon de B-amiloide a una edad mas temprana. El
tratamiento con IGF-I de los ratones mutantes aumenta los niveles séricos de IGF-I
disminuyendo la acumulacién de B-amiloide en el cerebro.
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2.8.- Tratamiento con GH en el envejecimiento: acciones de GH en el cerebro
viejo

La similitud entre muchos de los sintomas de la DGH en adultos y los que se observan
en el envejecimiento, junto con los efectos positivos de la terapia sustitutiva con GH en
pacientes con DGH, planted la posibilidad de la utilizacidén de la terapia sustitutiva con GH en el
envejecimiento para aminorar o revertir los cambios asociados al mismo.

El interés en la GH como un tratamiento anti-envejecimiento surgi6é de las similitudes en
la composicion corporal entre ancianos e individuos adultos jovenes con deficiencia severa de
GH, donde se ha demostrado convincentemente que la terapia sustitutiva con GH revierte los
cambios en la composicion corporal (Jargensen et al., 1989; Salomon et al., 1989; Fernholm et
al., 2000). El éxito de estos resultados llevé a la realizacion de diversos estudios donde se
administr6 GH a ancianos con bajos niveles de IGF-I. Rudman et al. (1990), pioneros en la
utilizacion de GH en ancianos, observaron que en ancianos con bajos niveles de IGF-I tratados
durante varios meses con GH, se producia un aumento de los niveles de IGF-I y de la masa
muscular, una disminucion de la grasa corporal y un aumento de la densidad ésea en las
vértebras lumbares.

Trabajos posteriores muestran cierta controversia sobre los beneficios del tratamiento
con GH en ancianos sanos. Mientras que en algunos estudios, relativamente cortos, se han
observado mejorias en ciertos parametros secundarios de la composicion corporal, densidad
mineral y balance de nitrégeno (Holloway et al., 1994; Butterfield et al., 1997; Lange et al.,
2000; Taaffe et al., 2001; Christmas et al., 2002), en otros, de mayor duracién con controles
placebo, no se han confirmado cambios significativos en estos parametros (Taaffe et al., 1994,
1996; Holloway et al., 1997).

A pesar de que la mayoria de los estudios se han enfocado en los efectos de GH en la
composicion corporal, algunos trabajos donde se ha abordado la posible relacién entre la
deficiencia de GH e IGF-I y el envejecimiento cerebral, han demostrado efectos beneficiosos
del tratamiento con GH en el cerebro viejo. En humanos, se ha observado que la terapia con
GH mejora la funciéon cognitiva en ancianos (Hoffman et al., 1992; Papadakis et al., 1996;
Aleman et al., 2000). La administracién de GH a ratas viejas produce un efecto neuroprotector
de las neuronas del hipocampo (Azcoitia et al., 2005), aumenta la densidad de receptores de
glutamato en el hipocampo (Sonntag et al., 2000; Le Grevés et al., 2002), mejora la
vascularizacién y el flujo sanguineo cerebral (Sonntag et al.,1997; Arwert et al., 2005); la
utilizacion de la glucosa (Lynch et al., 2001) y atenta los cambios asociados al envejecimiento
de la plasticidad a corto plazo (Ramsey et al., 2004). En ratas viejas también se ha demostrado
que la GH mejora el aprendizaje (Ramsey et al., 2004) y la capacidad cognitiva en general
(Le Greves et al., 2002). Estos efectos podrian estar relacionados con el incremento de la
expresion de IGF-I en el cerebro, como ha sido observado por nuestro grupo (Lépez-Fernandez
et al., 1996) tras la administracion de GH a ratas viejas.
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3.- SECRETAGOGOS DE GH

Antes de la identificacién de GHRH, Bowers et al. (1980) descubrieron un nuevo grupo
de sustancias sintéticas con capacidad de liberar GH. Estos compuestos se desarrollaron a
partir de la molécula de met-encefalina e inicialmente estimulaban la liberacién de GH in vitro.
Modificaciones quimicas posteriores llevaron al desarrollo de sustancias peptidicas y no
peptidicas capaces de liberar GH in vivo e in vitro configurando lo que se conoce como
secretagogos de GH (GHS) (Smith et al., 1997).

3.1.- Ghrelina

En 1999, Kojima et al. aislaron a partir de extractos de estdmago de rata el ligando
enddgeno del receptor de secretagogos de GH (R-GHS), al que denominaron ghrelina. La
ghrelina es un péptido de 28 aminoacidos con una esterificacion con acido n-octanoico en la
serina en posicion 3. El residuo n-octanoil es esencial para algunas de sus actividades
biolégicas, incluida la liberacion de GH, tanto in vivo como in vitro. La ghrelina es similar en
ratas y en humanos salvo en dos aminodcidos, indicando la elevada conservacién de este
péptido entre especies (Kojima et al., 1999). La ghrelina, ademas de promover la liberacién de
GH en animales y en humanos, induce la secrecion de PRL, ACTH, cortisol y aldosterona
(Kojima et al., 1999; Arvat et al., 2000, 2001; Takaya et al., 2000).

La principal forma de ghrelina circulante, la ghrelina no acilada, fue considerada una
forma inactiva de la hormona, pero en la actualidad se ha descubierto su participacion en
acciones no endocrinas incluidos efectos cardiovasculares y funciones antiproliferativas (Date
et al., 2000; Cassoni et al., 2001). Existe otra forma de ghrelina, la Des-GIn14-ghrelina,
producida por procesamiento alternativo del gen de ghrelina y que carece de una glutamina.
Esta isoforma parece tener las mismas acciones hormonales que la ghrelina (Kojima et al.,
1999).

Aunque el lugar de mayor produccién de la ghrelina son las células X/A de las glandulas
oxinticas del estobmago (Date et al., 2000; Cummings et al., 2002), se ha descrito la expresion
de la ghrelina en numerosos 6rganos ademas del estdbmago. La ghrelina se expresa en el
hipotalamo (Kojima et al., 1999; Korbonits et al., 2001; Lu et al., 2002; Cowley et al., 2003),
hipéfisis (Korbonits et al., 2001), rifién (Mori et al., 2000), corazén (Gnanapavan et al., 2002),
pancreas (Wierup et al., 2002), sistema inmune (Hattori et al., 2001), testiculo (Tena-Sempere
et al., 2002), ovario (Gaytan et al., 2003), y placenta (Gualillo, Caminos, Blanco, et al., 2001)
relacionandose su expresion con multiples acciones en los tejidos en los que se expresa.

Un efecto ampliamente estudiado ha sido la capacidad de la ghrelina de liberar GH por
las células somatotropas hipofisarias, actuando directamente sobre éstas, o sobre el
hipotalamo (Bowers, 2001). Se ha comprobado que la ghrelina estimula la liberacion de GH
tanto in vivo como in vitro, en numerosas especies, incluyendo humanos (Kojima et al.,1999;
Arvat et al., 2000; Takaya et al., 2000; Hataya et al., 2001) y roedores (Kojima et al., 1999;
Seoane et al., 2000; Wren et al., 2000; Tolle et al., 2001; Tamura et al., 2002; Tannenbaum et
al., 2003), con similar capacidad que otros secretagogos sintéticos tanto peptidicos como no
peptidicos (Bowers, 2001). Estos hallazgos, junto con el hecho de que tanto la ghrelina como
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su receptor se expresan en hipotalamo e hipéfisis, sugieren un importante papel de la ghrelina
en la regulacién fisiolégica de GH, interactuando de manera coordinada con los reguladores
primarios hipotalamicos de la GH, GHRH y SS (Frohman et al., 1992).

La ghrelina es segregada principalmente por el estémago, existiendo niveles circulantes
sistémicos considerables, postulandose la posibilidad de que una vez segregada por el
estobmago al torrente circulatorio llegue a la hipdfisis para estimular la secrecién de GH. Sin
embargo, el hecho de que se exprese también en el nicleo arcuato, y por analogia con GHRH
y SS, los cuales también son sintetizados periféricamente y estan presentes en la circulacion
sistémica, inclina a pensar que sea la ghrelina hipotalamica la responsable del control de la
secrecién de la GH, mientras que la procedente de otras fuentes podria estar implicada en
otros procesos bioldgicos.

3.2.- Regulacion de GH por los secretagogos de GH

Aunque se sabe que la ghrelina actua sobre las células somatotropas, directa e
indirectamente modulando el GHRH hipotalamico, el mecanismo por el cual ejerce su accién
sobre la liberacion de GH no estd completamente esclarecido. Se han localizado R-GHS en
neuronas productoras de GHRH en el ndcleo arcuato y ventromedial, donde estimulan su
liberacién (Wren et al., 2000; Tannenbaum et al., 2003). Los GHS tienen mayor actividad
secretora de GH in vivo que in vitro (Frutos, Cacicedo, Fernandez, et al., 2007). El hecho de
que el tratamiento in vivo con GHS sea poco eficaz en ausencia de GHRH, en situaciones en
las que existe desconexion hipotalamo-hipofisaria, o el hipotdlamo esta alterado (Popovic et al.,
1995; Torsello et al., 1996; Muller et al., 1999; Tannenbaum y Bowers, 2001), hace pensar que
la ghrelina circulante ejerce su accién principalmente a nivel hipotaldmico. La ausencia de
respuesta a GHS en situaciones en las que la liberaciébn de GHRH esta disminuida, también
podria deberse a una disminucion del R-GHS hipofisario, ya que GHRH estimula su expresion
en hipdfisis (Kineman et al., 1999).

Respecto a SS, se ha descrito que las neuronas somatostatinérgicas hipotalamicas son
diana de ghrelina (Wood et al., 1991), pero el efecto de los GHS a ese nivel es contradictorio.
Inicialmente se postulé un efecto inhibidor de los GHS sobre SS hipotalamica (Frohman et al,
1992), lo que se confirmé tanto in vivo como in vitro (Tolle et al., 2001). Otros autores han
observado que el tratamiento con secretagogos no modifica la liberacion de SS (Guillaume et
al., 1994; Tannenbaum et al., 2003). Un aumento en la acumulacion del ARNm de SS en el
nucleo periventricular (Thompson et al., 2003), asi como de los niveles plasmaticos de SS
(Arosio et al., 2003) ha sido igualmente reportado.

El hecho de que la ghrelina se exprese en la hipéfisis en células somatotropas, y de que

su expresion esté regulada negativamente por GH (Caminos et al., 2003), sugiere un posible
papel auto-paracrino de ghrelina a nivel hipofisario.

3.3.- Receptor de secretagogos de GH en el cerebro

En 1996, Howard et al. aislaron y clonaron el R-GHS, demostrando la capacidad de los
GHS de unirse a este receptor y liberar GH. El R-GHS pertenece a la familia de receptores
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acoplados a proteina Gal1 y esta compuesto por 7 dominios transmembrana. Existen dos
subtipos de receptores, el R-GHS-1a, o receptor activo, y el R-GHS-1b, una isoforma menor,
originada por procesamiento alternativo del gen del R-GHS, sin actividad biol6gica aparente
(Howard et al., 1996; McKee et al., 1997; Smith et al., 1997). En la actualidad se especula
sobre la existencia de otros subtipos de receptores.

El R-GHS se expresa en la hipdfisis anterior y en diversas areas del cerebro como el
hipotalamo, el hipocampo y la substancia nigra (Guan et al., 1997; Muccioli et al., 1998;
Katayama et al., 2000). Su localizacion en estas areas cerebrales sugiere que el R-GHS puede
estar implicado en la regulacién de los ritmos biolégicos, el estado de animo, la memoria, el
aprendizaje y el apetito (Smith et al., 1997). El R-GHS-1a se expresa en otros tejidos como el
pancreas, corazon, glandula adrenal y tiroides. EI R-GHS-1b presenta una amplia distribucién
en el organismo, pero su funcién es aun desconocida (Gnanapavan et al., 2002).

3.4.- Mecanismo de accidn de los secretagogos de GH

Los GHS liberan la GH en las células somatotropas utilizando vias de sefalizacion
intracelular diferentes a las activadas por el GHRH (Cheng et al., 1991). Mientras que el GHRH
estimula el AMPc intracelular y los mecanismos dependientes de la proteina kinasa A, los GHS
activan la via de la fosfolipasa C (PLC)/inositol fosfato (IP)/ proteina quinasa C (PKC) (Frohman
et al.,, 1992; Chen, 2000) aumentando las concentraciones de calcio intracelular (Bresson-
Bépoldin y Dufy-Barbe, 1994). Ademas, la activacion del R-GHS en las células somatotropas
bloquea los canales de K* con la consiguiente despolarizacién de la membrana plasmatica y
entrada de Ca® extracelular a través de canales de Ca®* dependientes de voltaje (Pong et al.,
1992, 1993; McGurk et al., 1993; Smith et al., 1997). El aumento resultante de Ca®* intracelular
induce la liberacién de GH desde la célula somatotropa. Sin embargo, este mecanismo no
explica el efecto de los GHS sobre la liberacién de GH, ya que la SS bloquea totalmente la
capacidad secretora de los GHS (Neill y Frawley, 1983), sin interferir en la movilizaciéon de Ca**
intracelular.

Tanto ghrelina como los GHS sintéticos aumentan los niveles de AMPc en células
hipofisarias de cerdo y oveja (Wu et al., 1996; Malagén et al., 2003), especies en las que se
han descrito numerosas diferencias en la regulacién de GH en las células somatotropas
(Castario et al., 1996). En ratas y en humanos no se ha podido demostrar una induccién directa
de los niveles de AMPc intracelulares por GHS o ghrelina (Patchett et al., 1995; Smith et al.,
1996), aunque ambos son capaces de potenciar el aumento de AMPc intracelular producido
por GHRH, tanto en ratas (Cheng et al., 1989; Smith et al., 1996) como en humanos (Adams et
al., 1996), por lo que se supone una interaccion entre esta via y la de AMPc/PKA activada por
GHRH.

Ademéds de la regulacién de la secrecién de GH, los GHS inducen la expresién del gen
de GH en células somatotropas (Locatelli et al., 1994). En ratas neonatales se ha demostrado
la induccién de Pit-1 por GHS y ghrelina, tras la activacion de la via de la PKC y AMPc/PKA, y
la participacién del elemento de respuesta CRE en el promotor de Pit-1 (Garcia et al., 2001), no
habiéndose podido reproducir este efecto en ratas adultas (Soto et al., 1995).
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3.5.- Papel fisiologico de los secretagogos de GH en el sistema nervioso central

Acciones neurotroficas

Ademas de su papel en la regulacion de la secrecion de GH, los GHS y la ghrelina
tienen importantes acciones neurotroficas y neuroprotectoras independientes de GH en
diferentes tejidos y érganos, incluido el SNC.

Se ha demostrado que la ghrelina promueve la neurogénesis en el nacleo motor dorsal
del nervio vago de ratas tanto in vivo como in vitro (Zhang et al., 2004). En el hipocampo de la
rata adulta tanto la ghrelina como la hexarelina estimulan la incorporacién de timidina H® en
progenitores celulares, indicando una accién proliferativa (Johansson et al., 2008). En ratas
sometidas a radiacion la administracion s.c. de hexarelina estimula la proliferacion celular en
regiones neurogénicas del hipocampo (Barlind et al., 2010).

Ademas de sus acciones proliferativas, se han postulado acciones de la ghrelina en la
plasticidad neuronal. El trabajo de Diano et al. (2006) demostré que la ghrelina circulante
alcanza el hipocampo y se une a neuronas de la formacion hipocampal, donde estimula la
formacion de dendritas y la plasticidad sinaptica aumentando la densidad de espinas
sinapticas. Esta remodelacién de la sinapsis va acompanada de una mejora en la realizacién
de numerosos test comportamentales que se sabe que son dependientes, al menos en parte,
del hipocampo. En linea con estos datos, el cerebro de los ratones knockout de ghrelina
presentan un menor nimero de espinas sinapticas y deficiencias cognitivas, que mejoran tras
su administracion (Diano et al., 2006).

Acciones neuroprotectoras

La ghrelina muestra efectos neuroprotectores frente a lesiones inducidas por una gran
variedad de estrategias incluyendo isquemia/reperfusiéon (Chang et al., 2004; Konturek et al.,
2006), alendronato (Iseri et al., 2005), deprivacién de suero (Kim et al., 2004), doxorrubicina
(Baldanzi et al., 2002) y TNF-a (Kim et al., 2005). Ademas, los GHS ofrecen neuroproteccion en
enfermedades neurodegenerativas en las que estan implicados procesos inflamatorios y de
muerte neuronal. Existen evidencias sobre las acciones neuroprotectoras de los GHS en
lesiones cerebrales debidas a excitotoxicidad (Delgado-Rubin de Célix et al., 2006; Delgado-
Rubin de Célix et al., 2009; Xu et al., 2009; Lee, Lim, et al., 2010), en el Parkinson (Jiang et al.,
2008; Andrews et al., 2009; Andrews, 2011), infarto cerebral por isquemia (Brywe, Leverin, et
al., 2005; Chung et al., 2007, 2008; Miao et al., 2007; Hwang et al., 2009) y epilepsia (Obay et
al., 2007, 2008; Xu et al., 2009).

Los mecanismos por los que la ghrelina o los GHS actian como neuroprotectores no
estan completamente esclarecidos. Una posibilidad es que los GHS ejerzan sus acciones
neuroprotectoras por mecanismos antiapoptoéticos. Se han descrito importantes acciones
antiapoptoticas de los GHS en diversos tipos celulares como adipocitos (Kim et al., 2004)
osteoblastos (Kim et al., 2005), cardiomiocitos y células endoteliales (Baldanzi et al., 2002). En
el cerebro, se ha demostrado que la ghrelina, incluso a bajas dosis, protege a las neuronas
hipotalamicas de la muerte celular inhibiendo la apoptosis (Chung et al., 2007). En este sentido,
tanto la ghrelina como la des-acil-ghrelina son capaces de alterar la expresion de las proteinas
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de la familia Bcl-2, inhibir la liberacion del citocromo c y la actividad de la caspasa 3 y promover
la supervivencia de las neuronas corticales (Chung et al., 2008).

Algunos de los efectos neuroprotectores de ghrelina estan mediados por el R-GHS1a y
la posterior activacion de las vias de senalizacion MAPK y PI3K/Akt (Datta et al., 1999; Pearson
et al., 2001; Chung et al., 2007, 2008). Tanto la ghrelina como la des-acil-ghrelina son capaces
de proteger a las neuronas corticales de la apoptosis inducida por un insulto mediante la
activaciéon de las vias de sefalizacién de las MAPK y PI3K/Akt (Chung et al., 2008). Se ha
postulado un efecto neuroprotector de la ghrelina de las neuronas hipocampales frente a
ataques epilépticos inducidos por pilocarpina (Xu et al., 2009) mediante la activacion de la via
de senalizacién PI3K/Akt e inhibicibn de la apoptosis mitocondrial. Otros estudios han
demostrado la implicacién de las vias de sefializacién de la PKA y PKC en las acciones
neuroprotectoras de la ghrelina (Chung et al., 2007).

La accién antiapoptotica de ghrelina y de los GHS puede estar mediada por la induccion
local de IGF-I. En este sentido se ha demostrado que el tratamiento de ratas adultas con
GHRP-6 aumenta la expresion del ARNm de IGF-I en el hipotalamo, cerebelo e hipocampo
(Frago et al., 2002; 2005). Este aumento se acompana de la fosforilacion de Akt y Bad y de un
incremento de la proteina antiapoptética Bel-2. GHRP-6 reduce la muerte celular en el cerebelo
de ratas viejas y este fenédmeno parece estar mediado por la estimulacion local de IGF-I, que a
su vez inhibe la activacion de las caspasas 9 y 3 (Paneda et al., 2003).

3.6.- Secretagogos de GH y envejecimiento

No existe consenso en el comportamiento de ghrelina y del R-GHS en el
envejecimiento. Mientras que unos estudios han descrito un descenso de las concentraciones
plasmaticas de ghrelina en ancianos (Rigamonti et al., 2002), ratas (Gualillo et al., 2001) y
ratones (Liu et al., 2002), en otros se ha observado un aumento de la produccién y secrecion
de ghrelina en el estémago (Englander et al., 2004) y en la circulacion periférica (Kappeler et
al., 2004; Sun et al., 2007). En humanos, Sturm et al. (2003) no encontraron cambios en los
niveles de ghrelina entre mujeres jévenes y ancianas. En la actualidad no existen datos sobre
el contenido o expresion de ghrelina en el hipotdlamo relacionados con el envejecimiento.

Los estudios in vivo de respuesta de GH hipofisaria a ghrelina u otros secretagogos
evidencian una disminucion de la respuesta de GH en animales y humanos envejecidos
(Rudman, 1985; Arvat et al., 1997; Broglio et al., 2003), que puede estar relacionado con la
menor reserva de GH hipdfisaria (Muccioli et al., 2002). En estudios in vitro realizados en
nuestro grupo observamos una respuesta proporcional al contenido hipofisario de GH (Frutos,
Cacicedo, Fernandez, et al., 2007).

Esta disminucion de la secrecion de GH espontanea y estimulada puede reflejar
cambios en el control neuroendocrino del funcionamiento de los somatotropos. En este sentido,
la pérdida de actividad del GHRH en el envejecimiento, la disminucidén de su expresion y la de
sus receptores hipofisarios, explicaria parcialmente la reducida respuesta a ghrelina y a otros
GHS (Giustina y Veldhuis, 1998), ya que la actividad liberadora de ghrelina y de los GHS
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depende de la integridad funcional del eje hipotalamo-hipofisario (Smith et al., 1997; Frutos,
Cacicedo, Méndez, et al., 2007), como hemos mencionado anteriormente.

Por otro lado, la disfuncién somatotropa observada en el envejecimiento podria reflejar
alteraciones en la expresion y/o funcionalidad del R-GHS. Una disminucion de la expresion del
R-GHS se ha descrito en el hipotaldmo de ancianos (Muccioli et al, 2002) y en la hipéfisis de
ratones hembras (Yan et al., 2004). Por lo tanto, la disminucién de la concentracion de ghrelina
junto con bajos niveles del R-GHS podria contribuir al declinar de la secrecién de GH durante el
envejecimiento.

3.7.- Tratamiento con ghrelina y secretagogos de GH en el envejecimiento

Dado que la hipéfisis mantiene la respuesta a los secretagogos de GH, incluido el
GHRH (Corpas et al.,, 1992; 1993) y los GHS (Chapman, Bach, et al., 1996; Chapman,
Hartman, et al., 1996), estos factores se han considerado como potenciales agentes
terapéuticos para estimular la secrecién endégena de GH durante el envejecimiento como
alternativa a la administracién de GH. El tratamiento prolongado con GHS por distintas vias de
administracién produce un aumento de la secrecién de GH en adultos jévenes y viejos (Aloi et
al., 1994; Chapman, Bach, et al., 1996; Chapman, Hartman, et al., 1996; Copinschi et al., 1996;
Ghigo et al., 1996; Rahim y Shalet, 1998; Merriam et al., 2003; Nass et al., 2008; White et al.,
2009). Resultados similares se han obtenido en perros (Cella et al., 1996) y en ratas viejas
(Walker et al., 1991; Cattaneo et al., 1997; Settembrini et al., 1998).

El efecto de la administracién de los GHS en los niveles de IGF-1 en el envejecimiento
no esta bien definido. Algunos estudios han encontrado que el aumento de la secrecion de GH
va acompafnado de un aumento de los niveles de IGF-I circulante (Lopez-Fernandez et al.,
1996; Velasco et al., 2001; Frutos, Cacicedo, Fernandez et al., 2007), mientras que otros
autores no han observado ninguiin cambio (Cattaneo et al., 1997; Settembrini et al., 1998).

Se ha propuesto el tratamiento combinado de GHRH y GHS dado que se obtiene una
mayor y mejor respuesta de GH en ratas viejas. Una posible interpretacion de estos resultados
seria que en el envejecimiento ademas de la disminucion de la secrecion de GHRH
(DeGennaro Colonna et al., 1989; Ge et al., 1989), ocurriria, de forma hipotética, un fallo en el
ligando enddgeno de GHS (ghrelina) que determinaria la menor sensibilidad de los animales
viejos al tratamiento por separado de GHRH y GHS. En este sentido, estudios en humanos han
demostrado que la administracion conjunta de GHRH junto con diversos GHS promueve una
mayor liberacién de GH, sugiriendo que la capacidad secretora de GH en respuesta a ambos
estimulos no se encuentra disminuida con la edad (Bowers et al., 1991; Micic et al., 1998).
Recientemente, se ha demostrado que el tratamiento crénico con GHRH mejora la capacidad
cognitiva tanto de ancianos sanos como de ancianos con deficiencias cognitivas (Baker et al.,
2012).
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4.- MIELINA

4.1.- Estructura de la vaina de mielina

La vaina de mielina es una envoltura de estructura laminar que rodea a algunos axones
del sistema nervioso de los animales vertebrados. Esta formada por varias capas de membrana
plasmatica, proporcionada por los oligodendrocitos (OD) en el SNC y por las células de
Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP). Para la formacién de la vaina de mielina,
estas células emiten prolongaciones que inicialmente contactan con el axén, posteriormente lo
rodean y finalmente giran varias veces alrededor del mismo depositando sucesivas capas de
membrana celular. Por Ultimo, estas capas se compactan formando una estructura laminar en
torno al axén. Al microscopio electronico la estructura de la mielina se caracteriza por la
alternancia de lineas densas, formadas por yuxtaposicion de las superficies citoplasmaticas de
la membrana plasmatica, y lineas interperiodo, formadas a partir de la superficie extracelular de
la membrana. En el SNC un solo OD es capaz de envolver entre 10 y 40 axones mientras que
en el SNP cada célula de Schwann rodea un anico axén (McMorris et al., 1993).

A lo largo de la vaina de mielina, ésta se ve interrumpida, aproximadamente cada
milimetro, en el punto de unién entre dos OD o células de Schwann consecutivas. Estos
puntos, donde persiste una zona del axén desprovista de mielina, se denominan nodulos de
Ranvier y estan dotados de gran importancia funcional.

4.2.- Composicion de la mielina

La mielina representa el 20-30% del peso seco del sistema nervioso (Norton y Poduslo,
1973). Aproximadamente el 70% de la membrana de mielina estd formada por lipidos, de los
cuales el mas caracteristico es el glicolipido galactocerebrésido (GC). El 30% restante esta
constituido fundamentalmente por proteinas. De éstas, un 50% corresponde a la proteina
proteolipidica (PLP), un 30-35% a la proteina basica de mielina (MBP), un 5% a la
fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos (CNP) y un 1% a la glicoproteina asociada a la mielina
(MAG) y otros enzimas (Norton, 1981).

La MBP es la proteina mejor caracterizada. En roedores existen cuatro isoformas
(Barbarese et al., 1977; Carnegie y Dowse, 1984) de peso molecular (Pm) 21, 18,5, 17 y
14 kDa, siendo predominante la fraccion de 18,5 kDa, aunque la proporcién relativa de las
mismas varia a lo largo del desarrollo (Barbarese et al., 1978). Todas ellas se caracterizan por
tener un punto isoeléctrico muy alto, en torno a diez, como consecuencia de la elevada
proporciéon de aminoacidos de caracter basico (aproximadamente uno de cada cuatro) en su
estructura primaria.

La MBP se localiza inicialmente en el cuerpo y las prolongaciones de los OD;
posteriormente, con el inicio de la mielinizacion se incorpora rapidamente a la membrana
plasmatica y desaparece del citoplasma (Sternberger et al., 1978; Hartman et al., 1979). La
vaina de mielina se encuentra localizada en el lado citoplasmico de la membrana plasmatica
(Omlin et al., 1982; Kirsxhner et al., 1984). Aparte de su papel como proteina estructural, no se
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conocen con exactitud otras funciones. Su posible participacion en el mantenimiento de un
adecuado grado de compactacién de la mielina ha sido discutido (Martenson, 1980; Braun,
1984; Kirsxhner et al., 1984). Su capacidad para unirse a ciertas moléculas pequenas (Muzyka
y Moks, 1984; Vacher et al., 1984) sugiere que pueda tener funciones biolégicas especificas,
aunque hasta la fecha no se han descrito.

La sintesis de MBP durante el desarrollo parece estar regulada a nivel de la
transcripcién (Zeller et al., 1985), aunque también se ha sugerido la existencia de un control
postranscripcional (Miskimins y Yu, 1986). El nivel de ARNm de MBP se correlaciona
estrechamente con el desarrollo de la mielina en las distintas regiones del cerebro (Kristensson
et al., 1986).

No6dulo de Ranvier, 1mm
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Figura 3: Estructura y composicion de la vaina de la mielina. Representaciéon esquematica de la estructura de la
vaina de mielina y de la envoltura del axén por la vaina de mielina. MBP: proteina basica de mielina; CNP:
fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos; PLP: proteina proteolipidica; MAG: glicoproteina asociada a la mielina.

4.3.- Funcion de la vaina de mielina

La produccion y el mantenimiento de la mielina son esenciales para el funcionamiento
normal del cerebro. La mielinizacidn permite la conduccion saltatoria de los potenciales de
accién aumentando significativamente la velocidad de la transmision de las sefales nerviosas a
lo largo del ax6n (Waxman, 1977). La alta velocidad hace posible la integracion de la
informacion a través de redes neuronales ampliamente distribuidas que sustentan las funciones
cognitivas superiores (Gould et al., 1999; Mesulam, 2000; Bartzokis et al., 2003). Ademas de
una comunicacion mas rapida a lo largo de largas distancias, una alta velocidad de conduccién
también facilita el flujo de informaciéon permitiendo una precisa codificacion temporal de una
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alta frecuencia de impulsos nerviosos procedentes de la actividad neuronal (Zhou et al., 1995).
Otra de las funciones de la mielinizacion del axén es la reduccion del gasto energético
neuronal. La pérdida o disfuncion de la mielina axonal requeriria un incremento estimado de
hasta 500 veces en el gasto energético neuronal para mantener los niveles de
neurotransmision (Hildebrand et al., 1993). Otro importante papel de la vaina de mielina es
mantener la integridad funcional y estructural del axén, habiéndose observado degeneracion
axonal en ratones con deficiencia de alguno de los componentes de la mielina (Griffiths et al.,
1998; Yin et al., 1998).

4.4.- Oligodendrogénesis

La formacion de la vaina de mielina implica una precisa secuencia de acontecimientos
morfogenéticos de diferenciacién de los oligodendrocitos. Cada etapa del proceso de
diferenciacion, desde la fase de precursor hasta la de OD maduro, puede ser identificada por
cambios en la morfologia celular (aumento progresivo del niumero de ramificaciones) y en la
expresion de marcadores inmunocitoquimicos que definen distintos estadios de desarrollo (de
Castro y Bribian, 2005), lo que se acompafa de un descenso paulatino de la capacidad
proliferativa y migratoria (Almazan et al., 2001; Rowitch, 2004).

En el SNC de los mamiferos, tanto las neuronas como la glia proceden de un progenitor
comun multipotencial (Temple y Qian, 1996; McKay, 1997; Rao, 1999; Gage, 2000). Esta célula
multipotencial da lugar a progenitores con potencial restringido para diferenciarse a neuronas
(neuroblastos) o glia (glioblastos) (Davis y Temple, 1994; Mayer-Proschel et al., 1997; Mujtaba
et al., 1999), que a su vez originaran respectivamente, neuronas y células gliales maduras. La
génesis de neuroblastos y glioblastos a partir del progenitor multipotencial tiene lugar de forma
secuencial: primero se generan neuroblastos y posteriormente, tras un cambio en el
comportamiento de la célula multipotencial, comienzan a generarse glioblastos (Qian et al.,
2000). Como consecuencia, durante el desarrollo embrionario, la neurogénesis precede a la
gliogénesis de modo que la mayoria de las neuronas emergen en el periodo embrionario y la
mayoria de la glia es generada después del nacimiento (Jacobson, 1991). Esta separacién
temporal de la produccion de ambos tipos celulares permite que la poblacién neuronal esté
bien establecida antes de que se desarrolle el sistema glial, asegurando asi que el nimero de
células gliales generadas se ajuste a la poblacion neuronal existente (Burne et al., 1996; Barres
y Raff, 1999).

La primera célula identificada del linaje oligodendroglial, originada a partir de glioblastos
indiferenciados, es el oligodendroblasto (Skoff et al., 1976). Esta célula se caracteriza por la
presencia de vimentina y por la expresion en su superficie de un gangliésido reconocido por el
anticuerpo A2B5 (Eisenbarth et al., 1979; Abney et al., 1983). Los oligodendroblastos expresan,
ademas, el proteoglicano NG2 y el receptor de PDGF-alfa (Nishiyama et al., 1996). Son células
de morfologia bipolar que se dividen con rapidez, y poseen gran capacidad migratoria. Tienen
caracter bipotencial dado que pueden originar, al menos in vitro, y segun las condiciones
ambientales en que se encuentren, dos tipos celulares distintos: oligodendrocitos y astrocitos
tipo 2, motivo por el que estas células también se denominan O-2A (Raff et al., 1983). A
medida que este progenitor madura, deja de expresar vimentina y comienza a expresar en su
membrana el antigeno lipidico O4, que es el que define el siguiente estadio de desarrollo.
Estas células, denominadas preoligodendrocitos (preOD), son vimentina (-), A2B5 (+) y O4 (+),
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tienen forma multipolar, y se dividen mas lentamente y tienen menor capacidad migratoria que
los precursores O-2A. Los preOD se transforman en OD inmaduros con la aparicién de la
expresion de GC en su superficie, y finalmente emergen los OD maduros, que son células
postmitéticas terminalmente diferenciadas (Arenander y De Vellis, 1994). Los OD maduros
tienen forma estrellada y son los Unicos con capacidad para sintetizar mielina. Se reconocen,
ademas de por su morfologia, por la expresion de diversos marcadores relacionados todos
ellos con la mielina, tales como proteinas estructurales (MBP, PLP), o enzimas asociados a la
mielina (MAG, CNP).

Célula Stem (pre-progenitor) Progenitor Oligodendroblasto
: . Vimentina (+)
v|m(§313u(13 ) GD3 (+)
GAP-43 (+) J

Vimentina (+)

L A2BS5 (+)

? ‘ ) ) I NG2 (+)
PDGFR-a (+)

\Pre-OIigodendrocito

L

‘ #.ﬁ
Oligodendrocito maduro Oligodendrocito inmaduro

/ r

Vimentina (-)
A2B5 (+)
~ 04 (+)
i
MBP (+)
PLP (+)
CNP (+)
GalC (+) GS:C(S)
MAG (+)

Figura 4: Representacion esquematica del proceso de oligodendrogénesis. MBP: proteina basica de mielina;
CNP: fosfodiesterasa de nucleotidos ciclicos; PLP: proteina proteolipidica; MAG: glicoproteina asociada a la mielina;
GalC: galactocerebrdsido.

4.5.- Mielinizacion del cerebro

Poco se sabe sobre el mecanismo o las sefales que regulan el complejo proceso de la
mielinizacién. La mielinizacion es un proceso fundamentalmente postnatal que se caracteriza
por ser un proceso secuencial que incluye diversas etapas. Inicialmente se produce la
migracion de los oligodendrocitos a los axones que deben ser mielinizados y la discriminacién
entre los axones y las dendritas de las neuronas. Posteriormente se produce la adhesion de las
prolongaciones de los oligodendrocitos a los axones. Por Ultimo, las prolongaciones de los
oligodendrocitos se enrollan entorno al axén dando un numero determinado de vueltas
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formando la vaina de mielina y dejando un espacio sin mielinizar que constituira el nodulo de
Ranvier.

En la primera etapa los pre-OD se situan a lo largo de las fibras de los tractos de la
futura sustancia blanca, manteniendo su capacidad de division (Reynolds y Wilkin, 1991).
Posteriormente, estos preoligodendrocitos se convierten en OD inmaduros, caracterizados por
la adquisicibn de marcadores especificos (descritos anteriormente) y preparados para la
mielinizacién. La mielinizacion ocurre caudorostralmente en el cerebro y rostrocaudalmente en
la médula espinal. La secuencia de las etapas de mielinizacién es un proceso totalmente
reproducible para cada especie. En el raton, la mielinizacién comienza en la médula espinal en
el nacimiento. En el cerebro, la mielinizacién se completa en todas las regiones entre los 45-60
dias postnatales. En humanos, el pico de la formacion de la mielina ocurre durante el primer
ano postnatal, aunque comienza durante la segunda mitad de la vida fetal en la médula espinal
y puede continuar hasta los 20 afos de edad en algunas fibras corticales, especialmente en
areas asociativas (Yakovlev y Lecours, 1966).

La mielinizacién requiere una extraordinaria capacidad de los OD para sintetizar
membrana plasmatica en un momento determinado, especifico de cada especie y regién del
SNC, afectando unicamente a ciertas fibras y haces nerviosos (Schwab y Schnell, 1989). Esto
sugiere la existencia de mecanismos de sefalizacibn muy precisos que regulan el momento
exacto de la diferenciacion de los OD y de la mielinizacion.

4.6.- Papel de GH en la mielinogénesis en el periodo perinatal

Las primeras evidencias de la participaciéon de GH en la mielinizacion del sistema
nervioso fueron proporcionadas por el estudio de Pelton et al. (1974) en el que se observé que
la deficiencia de GH en ratas producia una alteracién de la migracion y diferenciacion
oligodendroglial con el consecuente fallo de la mielinizacion. Estudios posteriores en ratas con
deficiencia de GH inducida inmunoldégicamente en la primera semana de vida postnatal
corroboraron la hipomielinizacion del cerebro y la acumulacion de células gliales
indiferenciadas en la zona subependimal (Pelton et al., 1977). En el estudio de Noguchi,
Sugisaki, Watanabe, et al. (1982) ratas neonatales deficientes de GH por intoxicacién con
hidrocortisona presentaban cerebros mas pequefios con una menor actividad de la enzima
CNPasa, enzima estrechamente relacionada con la mielinogénesis. La administracion de GH
restauraba parcialmente las alteraciones de la mielinogénesis inducidas por la hidrocortisona.

En el ratdn Snell se ha observado que el cuerpo calloso contiene un reducido numero
de fibras mielinizadas (Noguchi et al., 1983) y una baja actividad CNPasa junto con una
disminuciéon de la actividad locomotora espontanea (Noguchi, Sugisaki, Watanabe, et al.,
1982). La administracion diaria de GH vy tiroxina (T4) durante los 40 dias de vida postnatal
restaura la actividad CNPasa al nivel de los controles normales, y normaliza el patrén de
actividad locomotora espontanea, sugiriendo que la GH, junto con el efecto sinérgico de T4,
esta implicada en la pobre mielinizacién del cerebro de estos ratones.

En el raton Little, los hallazgos son muy similares, observandose una disminucion en el

contenido cerebral de ADN, una disminucién de la actividad CNPasa y un nivel reducido de
actividad locomotora (Noguchi et al., 1985) alteraciones que se revierten tras el tratamiento con
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GH (Noguchi et al., 1988). Aunque todos estos datos apoyan un papel de GH en el proceso de
mielinizacién, en un estudio mas reciente (Lehman et al., 1999), se observd que la mielina del
cerebro del ratén Little es normal en estructura y cantidad, y es proporcional a la masa
cerebral. En estos ratones tanto el grosor de la vaina de mielina como el tamario y la densidad
de los axones esta preservado, por lo que la reduccién del contenido total de mielina debe ser
atribuida a un descenso en el numero total de neuronas, sugiriendo que esta forma de
deficiencia de GH no afecta al proceso de mielinizacion.

In vitro, la GH incrementa la actividad CNPasa y la acumulacion de MBP en agregados
de células cerebrocorticales de rata (Almazan et al., 1985), lo que refleja su capacidad para
estimular el proceso de mielinizacion en determinadas condiciones.

El mecanismo por el que la GH induce sus efectos sobre la mielinizacién no esta
establecido. /n vivo, al menos en el adulto, las alteraciones de los niveles de GH se acompafnan
de cambios paralelos en los niveles circulantes de IGF-I. Dado que éste es el mas importante
mediador de las acciones de GH y a su vez un potente inductor de la mielinizacién, una
posibilidad es que la GH ejerza sus efectos sobre la mielinizacion a través de la induccion de
IGF-1 periférico y su ulterior transporte a través de la BHE. Sin embargo, la existencia de
efectos de GH sobre el cerebro in vitro asi como la presencia en este 6rgano tanto de GH como
de sus receptores sugiere que los efectos puedan ser resultado, al menos parcialmente, de la
accion de la GH. La procedencia de esta GH no se ha establecido definitivamente. Se ha
demostrado que la GH es capaz de atravesar la BHE (Pan et al., 2005), por lo que la GH
circulante de origen hipofisario podria ser la responsable de los efectos observados. No
obstante, la evidencia de que GH se sintetiza en areas cerebrales como la corteza basal,
hipocampo y nucleo estriado (Gossard et al., 1987), hace probable una accion autocrina o
paracrina de GH. En cualquier caso, los efectos de GH podrian ser directos o mediados por la
induccién del IGF-I local. A este respecto, los datos obtenidos en nuestro laboratorio indican
que in vitro muchas de las acciones de GH en el cerebro estan mediadas por IGF-I ya que se
abolen o amelioran cuando éste es bloqueado con un anticuerpo especifico (Ajo et al., 2003).
La existencia de correlacién en la distribucion del receptor de GH con la distribucion de IGF-1 'y
su ARNm apoya esta idea (Shoba et al., 1999).

4.7.- Secretagogos de GH y mielina

Las evidencias disponibles, aunque escasas, sugieren que la ghrelina y los GHS
pueden estar implicados en el proceso de mielinizacién.

Estudios recientes en rata demuestran que el tratamiento con ghrelina después de la
induccién de una lesién medular inhibe la apoptosis de neuronas y oligodendrocitos, atenua la
pérdida de axones y de mielina y reduce el tamano de la lesién, lo que resulta en una mejora
de la reparacioén funcional (Lee, Chung, et al., 2010). Ademas, la ghrelina induce la expresion
de BDNF y de IGF-I en el tejido lesionado. Tanto BDNF (Novikova et al., 1996; Koda et al.,
2002) como IGF-I (Nakao et al., 2001; Koopmans et al., 2006; Hung et al., 2007) son factores
que potencian la supervivencia neuronal y oligodendroglial y favorecen la recuperacion
funcional tras lesiones medulares, sugiriendo, que estos factores puedan estar implicados en
las acciones neuroprotectoras de ghrelina en la zona lesionada. El tratamiento con ghrelina
reduce asimismo la activacion de la microglia sugiriendo que la accién neuroprotectora de
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ghrelina podria estar mediada en parte por la atenuacién de la respuesta inflamatoria (Ergahin
et al., 2011). En este contexto, se ha observado que la ghrelina enlentece la evolucion de la
encefalitis experimental autoinmune (EEA), un modelo animal de esclerosis multiple (Theil et
al., 2009). La inyeccion diaria de ghrelina intraperitoneal (ip) reduce la severidad de la EEA y
disminuye los niveles de citoquinas proinflamatorias y de microglia activada, avalando las
propiedades antiinflamatorias de ghrelina como mecanismo neuroprotector de la sustancia
blanca.

4.8.- Alteraciones de la vaina de mielina en el envejecimiento cerebral

En el envejecimiento se produce una disminucién en el contenido de mielina en el
cerebro asi como alteraciones estructurales y bioquimicas de la vaina de mielina.

Estd ampliamente aceptado que con la edad se produce una pérdida de la cantidad
total de mielina (Berlet y Volk, 1980; Wiggins et al., 1988; Sloane et al., 2003). Se ha estimado
que esta pérdida de sustancia blanca alcanza hasta un 15% en el cerebro humano
(Pakkenberg y Gundersen, 1997; Tang et al., 1997) afectando especialmente a la fibras
intracorticales, las cuales se cree que son las responsables de la funcién cognitiva superior
(Kemper, 1994). La pérdida de sustancia blanca va asociada a una disminucién de la longitud
de los axones mielinizados, los cuales experimentan una reduccién de hasta un 10% por
década y hasta un 45% a lo largo de la vida (Pakkenberg y Gundersen, 1997; Tang et al., 1997;
Marner et al., 2003).

Ademas, como consecuencia del envejecimiento, se han observado alteraciones
estructurales en la vaina de mielina de algunos internodos en el cerebro de rata (Knox et al.,
1989; Sugiyama et al., 2002), monos (Feldman y Peters, 1998; Peters et al., 2000; Peters y
Sethares, 2002; Sloane et al., 2003) y humanos (Albert, 1993). Se ha sugerido que estas
alteraciones estructurales puedan deberse a la activacion de células proinflamatorias, a
alteraciones en las proteinas de los oligodendrocitos 0 a una combinacién de ambos factores
(Hinman y Abraham, 2007).

El envejecimiento también produce cambios bioquimicos en la expresion de lipidos y
proteinas de la mielina. Se ha observado una disminuciéon de la MBP tanto en ancianos sin
alteraciones cognitivas (Ansari y Loch, 1975; Wang et al., 2004) como en ancianos con
Alzheimer (Roher et al., 2002). En el estudio de Sloane et al. (2003) en monos Rhesus se
observé que la MBP, la PLP y la MAG no se alteran con la edad, mientras que la MOSP vy la
CNP disminuyen.

4.9.- Repercusiones funcionales de la alteracion de la vaina de mielina en el
envejecimiento

El efecto de las alteraciones de la mielina en el envejecimiento en la funcién del axén no
estd claramente definido. Existe una fuerte evidencia de que la edad y la pérdida de la
integridad de la mielina reducen la velocidad de la conduccién del impulso nervioso a lo largo
de las fibras nerviosas. En gatos (Morales et al., 1987; Xi et al., 1999) y en ratas (Aston-Jones
et al., 1985) se ha observado que en el envejecimiento se produce una disminucion de la
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velocidad de la conduccidn nerviosa. Esta disminucién ocurre comunmente en enfermedades
desmielinizantes (Waxman et al., 1994). Asi, en ratones deficientes de PLP, en los que la
mielina es laxa o poco compacta, la velocidad de la conduccién nerviosa esta reducida, al igual
que en las fibras nerviosas que han perdido uno o mas internodos de mielina debido a la
esclerosis multiple (Felts et al., 1997). Por otro lado, estudios recientes sugieren que las
alteraciones de las membranas de la mielina con la edad modifican la organizacion de las
proteinas axonales cerca o en el propio nodo de Ranvier (Hinman et al., 2006).

En conjunto, estas observaciones sugieren que los cambios en la sustancia blanca que
ocurren en el envejecimiento son una causa importante de la pérdida cognitiva asociada a la
edad tanto en monos (Peters y Sethares, 2002) como en humanos (O’Sullivan et al., 2001).
Los estudios de Peters et al. (2000) y Peters y Sethares (2002) en monos Rhesus apoyan la
existencia de una correlacién entre la frecuencia de las alteraciones de la vaina de mielina en el
envejecimiento y la pérdida de la funcién cognitiva de la corteza primaria visual (Peters et al.,
2000) y de la corteza prefrontal (Peters y Sethares, 2002). Las alteraciones de la mielina y su
consiguiente pérdida de funcionalidad, afectan a la velocidad de la conduccién axonal
originando el enlentecimiento de la conduccién nerviosa observados en animales y humanos
viejos (Aston-Jones et al., 1985; Dustman et al., 1996) y alterando la sincronizacién de los
circuitos neuronales.

4.10.- Remielinizacion en el envejecimiento

La remielinizacién es un proceso regenerativo espontdneo en el que se sintetizan
nuevas vainas de mielina en axones desmielinizados (Franklin y Hinks, 1999). En el SNC, este
proceso implica el reclutamiento inicial de progenitores de OD a las areas a remielinizar,
proceso que implica a su vez la migracion y la proliferacion de estas células, y su posterior
diferenciacién a OD mielinizantes (Godfraind et al., 1989; Reynolds y Wilkin, 1993; Carroll y
Jennings, 1994; Franklin et al., 1997; Gensert y Goldman, 1997; Redwine y Armstrong, 1998;
Di Bello et al., 1999; Levine y Reynolds, 1999).

Este proceso, como muchos procesos reparadores en el organismo, se hace menos
eficiente con la edad (Gilson y Blakemore, 1993; Ashcroft et al., 1995; Shields et al., 1999), lo
que se traduce en una disminucién de la tasa de remielinizacién (Shields et al., 1999; Sim et
al., 2000). Esta pérdida de efectividad del proceso de remielinizacién en el envejecimiento
puede deberse a una disminucion en el reclutamiento de progenitores de OD, a una
disminucion de la velocidad a la que los progenitores se diferencian en OD remielinizantes, o
una combinacién de ambas causas.

Por otro lado, algunos estudios han sugerido que la pérdida de la capacidad
remielinizante en el SNC envejecido esta relacionada con los cambios en la respuesta
inflamatoria y en la expresion de supuestas moléculas de senalizacién (Hinks y Franklin, 2000).
Esto, junto con el hecho de que los oligodendrocitos son especialmente susceptibles a sufrir
danos por numerosas sustancias que aumentan en el cerebro viejo como son el complemento
producido por los macréfagos, las citoquinas, el éxido nitrico, cambios en los niveles de calcio y
glutamato intracelular (Ludwin, 1997) y el estrés oxidativo (Juurlink et al., 1998), plantean la
cuestion de si realmente en el cerebro viejo existe un fallo en el proceso de remielinizacién o el
dano cerebral es tan elevado que no puede ser frenado por los mecanismos reparadores, con
la consecuente desmielinizacion.
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La reparacion de las lesiones desmielinizantes requiere de la migracion, proliferacion y
diferenciacion de los precursores celulares de los OD, que se originan en areas
subventriculares alejadas de las areas de sustancia blanca del SNC. La expresién de
moléculas quimioatrayentes, que regulan estos procesos durante el desarrollo, es un
mecanismo critico en la respuesta del SNC a las lesiones, asegurando que los precursores
celulares neurales migran y maduran adecuadamente para reemplazar a las células danadas.
En este sentido, un grupo especial de citoquinas quimiotacticas, las quimioquinas, estan
recibiendo una gran atencidbn por su implicacién en los procesos de mielinizacion-
remielinizacion del SNC. Se ha observado que la quimioquina CXCL12 y su receptor, CXCR4,
ejercen un importante papel en el funcionamiento del sistema inmune y del sistema nervioso,
donde se presentan en varios tipos celulares y en determinados microambientes (Klein y Rubin,
2004). En el SNC CXCL12 participa en la proliferacion neuronal, migracion celular, crecimiento
axonal y mielinizaciéon durante el desarrollo (Zou et al., 1998; Lu et al., 2002; Stumm et al.,
2003; Pujol et al., 2005).

Numerosos estudios in vitro han sugerido la participacién del complejo CXCL12/CXCR4
en la migracién y en la maduracion de los precursores celulares de los oligodendrocitos
(Dziembowska et al., 2005; Kadi et al., 2006; Maysami et al., 2006).

Los estudios in vivo disponibles apoyan los resultados obtenidos in vitro. En un modelo
de desmielinizacion en ratas inducido por cuprizona, la apoptosis de OD maduros en el cuerpo
calloso junto con la acumulacion de precursores de preOD en la zona (Mason et al., 2004) va
acompanada por un incremento en la expresién de CXCL12 por los astrocitos y microglia
reactiva y por la acumulacion de precursores de OD que expresan CXCR4 (Patel et al., 2010).
La administracién de un antagonista de CXCR4 conduce a una disminucion de la diferenciacion
de los precursores y de la remielinizacién de esta zona, sugiriendo un papel critico de estas
moléculas en la recuperacion de las lesiones desmielinizantes cerebrales (Patel et al., 2010).
En esta linea, estudios realizados en tejidos de pacientes con esclerosis mdultiple, han
demostrado la expresién de CXCL12 en astrocitos activados tanto en lesiones activas como
silentes (Moll et al., 2009), sugiriendo que su expresion ocurre en respuesta a las lesiones. El
estudio realizado por Carbajal et al. (2010) confirma estos resultados. En este estudio se
observd que a las 3 semanas del transplante de células madre en la médula espinal de ratones
con desmielinizacion inducida por el virus de la hepatitis estas células expresaban el CXCR4 y
migraban hacia areas de sustancia blanca ricas en CXCL12 donde se diferenciaban en
precursores de OD y en OD, induciendo la remielinizacién.

En la actualidad no existen datos sobre el efecto del envejecimiento en la expresion y
funcionalidad de esta quimioquina. Dado su importante papel en los procesos remielinizantes
en el SNC su alteraciébn en el envejecimiento podria estar implicada en la pérdida de
efectividad del proceso de remilinizacion.
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5.- NEUROINFLAMACION EN EL ENVEJECIMIENTO

5.1.- Inflamacion sistémica

Una de las caracteristicas principales del envejecimiento es la atenuacién de la funcion
inmunolégica o inmunosenescencia (Castle, 2000), ademas de alteraciones en diversos
parametros metabdlicos, y un aumento de los niveles de varios marcadores inflamatorios. Entre
los parametros alterados se han observado cambios en los niveles séricos de varias citoquinas.
En algunos estudios se ha demostrado un incremento en los niveles circulantes del factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interleuquina-1 beta (IL-18), e interleuquina-6 (IL-6) (Wei et al.,
1992; Ershler et al., 1993; Ershler y Keller, 2000; Paganelli et al., 2002), mientras que en otros
no se ha observado ningun cambio (Peterson et al., 1994; Beharka et al., 2001). A pesar de
estas discrepancias, en la actualidad estd ampliamente aceptado que el envejecimiento se
caracteriza por un cierto grado de inflamacién sistémica (Taub y Longo, 2005; Fulop et al.,
2006) y se ha sugerido que esta inflamacion sistémica podria causar a su vez una respuesta
inflamatoria en el cerebro viejo (Godbout et al., 2005).

5.2.- Inflamacion cerebral

De acuerdo con esta hipétesis, las evidencias experimentales disponibles sugieren que
en el envejecimiento fisioldégico el cerebro presenta un cierto nivel de inflamacién crénica
caracterizado por un aumento de los astrocitos y de la microglia reactiva, que serian
responsables de la liberacién de factores proinflamatorios y/o citotéxicos como el TNF-q, la
IL-1B, la IL-6, especies reactivas de oxigeno, factores del complemento, productos
neurotoxicos, radicales libres y 6xido nitrico, que contribuyen tanto a la disfunciéon neuronal
como a la muerte celular (Griffin et al., 1998). Varios estudios han descrito un aumento de los
niveles de citoquinas proinflamatorias como la IL-B, TNF-a e IL-6 fundamentalmente en el
hipocampo viejo pero también en regiones corticales (Murray et al., 1997; Ye y Johnson, 1999;
Terao et al., 2002; Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Maher et al., 2004; Nolan et al., 2005;
Sierra et al., 2007; Tripathy et al., 2010).

Sin embargo, el efecto del envejecimiento en la expresion de las citoquinas
anti-inflamatorias no esta definido. En el cerebro, se ha observado aumentos de citoquinas
anti-inflamatorias (Gonzalez-Scarano y Baltuch, 1999), disminuciones de la IL-10 y la IL-4 (Ye y
Johnson, 2001; Maher et al., 2005; Frank et al., 2006) o no cambios (Peterson et al., 1994).
Dado que tanto la IL-10 como la IL-4 contrarrestan los efectos de la inflamacién reduciendo la
sintesis de citoquinas proinflamatorias y de sus receptores, una disminucién de estas
citoquinas anti-inflamatorias podria potenciar la neuroinflamacién asociada con la edad
(Sawada et al., 1999; Heyen et al., 2000; Strle et al., 2001; Loane et al., 2009).

Estos hallazgos son consistentes con los obtenidos de los perfiles de expresién génica
en cerebros de ancianos y de roedores viejos, que demuestran un aumento de la expresion de
genes implicados en el estrés oxidativo, inflamacién y activacion glial, junto con una
disminucion de la expresibn de genes asociados con la funcién sinaptica, factores de
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crecimiento y factores tréficos (Lee et al., 2000; Blalock et al., 2003; Godbout et al., 2005;
Bishop et al., 2010).

La activacion microglial del cerebro envejecido favorece una respuesta inflamatoria
exagerada tras un estimulo periférico o central (Godbout et al., 2005; Huang et al., 2008). El
aumento de las citoquinas proinflamatorias, principalmente la IL-18, altera la fisiologia normal
del cerebro y contribuye a las deficiencias en el comportamiento asociadas a la edad (Lynch y
Lynch, 2002; Yirmiya et al., 2002; Gemma et al., 2005). Se ha observado que la persistencia en
el cerebro viejo de citoquinas proinflamatorias como la IL-1[3, IL-6 y TNF-a se acompana de una
respuesta ante la enfermedad mas duradera, deficiencias cognitivas y comportamientos
depresivos (Godbout y Johnson, 2004; Chen et al., 2008; Abraham y Johnson, 2009). En este
sentido, el hipocampo, que posee una alta densidad de receptores de citoquinas
pro-inflamatorias, es particularmente vulnerable a las deficiencias cognitivas inducidas tanto por
el envejecimiento como por la inflamacion (Parnet et al., 2002; Wilson et al., 2002; Mattson y
Magnus, 2006). Los ratones viejos, a diferencia de los ratones jovenes, presentan tras la
activacion innata del sistema inmune periférico niveles significativamente elevados de
citoquinas proinflamatorias en el hipocampo junto con alteraciones en tareas especificas
relacionadas con la actividad del hipocampo como el aprendizaje y la memoria (Barrientos et
al., 2006; Chen et al., 2008; Rosczyk et al., 2008; Abraham y Johnson, 2009). El hecho de que
las citoquinas puedan actuar directamente en neuronas del hipocampo y alterar la plasticidad
sinaptica, podria ser un posible mecanismo que explique las deficiencias cognitivas asociadas
con la inflamacién (Lynch, 2002; Balschun et al., 2004; Pickering y O’Connor, 2007).

5.3.- Inflamacion y desmielinizacién cerebral

Numerosos estudios en humanos y animales sugieren que los mediadores inflamatorios
estan implicados en la etiopatogenia de enfermedades desmielinizantes como la esclerosis
multiple y el sindrome de Guillain-Barré. La lesion de los oligodendrocitos que acompana a
estas patologias ha sido atribuida a la accion de una gran variedad de tipos celulares y
mediadores inflamatorios. Entre los mediadores celulares se incluyen células T activadas
(Freedman et al., 1997), macrofagos de origen sistémico, astrocitos y microglia activada (Antel
et al., 1994; Liuzzi et al., 1995). En cuanto a los mediadores inflamatorios en estudios in vitro se
ha observado que los oligodendrocitos son lesionados por la exposicion a TNF-a (Selmaj,
Cross, et al., 1991; Selmaj, Raine, et al., 1991) y otros mediadores inflamatorios, como la IL-13
(Merrill, 1991; Brogi et al., 1997), interferon-y (IFN-y), 6xido nitrico (Mitrovic et al., 1995),
especies reactivas de oxigeno (Husain y Juurlink, 1995), complemento activado y glutamato
(Oka et al., 1993). In vivo, la sobreexpresion en el cerebro del gen de TNF-a produce una
desmielinizacion severa, apoptosis de oligodendrocitos y una muerte temprana de los ratones
(Probert et al., 1995; Akassoglou et al., 1999).

Estas evidencias sugieren que la neuroinflamacion podria ser una causa subyacente de
la desmielinizacion cerebral y de las alteraciones de la mielina propias del envejecimiento. De
hecho, se ha observado que el envejecimiento de la sustancia blanca va acompafnado de un
incremento en la activacién microglial (Sloane et al., 1999; Hinman et al., 2004), aunque la
relacion causa-efecto no esté clara. En monos, los astrocitos reactivos (Sloane et al., 2000) y el
numero de células microgliales activadas aumenta dramaticamente con la edad, especialmente
en regiones cerebrales ricas en sustancia blanca, y este aumento se correlaciona con
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deficiencias cognitivas (Sloane et al., 1999). El aumento de la actividad de la sintetasa del
oxido nitrico inducible (iINOS) de la microglia activada (Nakanishi, 2003) podria ser la causa del
aumento de residuos de nitrotirosina en la sustancia blanca observada en monos viejos
(Sloane et al., 1999). En el nervio 6ptico de monos viejos, se ha detectado por microscopia
electrénica un aumento en el nimero de microglia y astrocitos hipertrofiados, y las células
microgliales parecen haber fagocitado fibras de mielina (Sandell y Peters, 2002). Ademas, en
monos y ratones viejos se ha observado un aumento significativo del numero de
oligodendrocitos activados por la unién de componentes de la cascada del complemento,
caracteristica patologica de la inflamacién de las sustancia blanca en la esclerosis multiple
(Schwab y McGeer, 2002) y otras enfermedades neurodegenerativas (Yamada et al., 1990;
Mouton et al., 2002).

En la actualidad existe cierta controversia sobre el papel beneficioso o perjudicial de la
neuroinflamacién en el SNC (Schwartz et al., 1999; Yong, 2004). Varios trabajos han
demostrado que la administracion de citoquinas proinflamatorias en areas lesionadas del
cerebro ejercen acciones neuroprotectoras y/o promueven la regeneracion axonal (Schwartz et
al., 1999; Yong, 2004). Las citoquinas proinflamatorias como la IL-6 (Yamada y Hatanaka,
1994; Matsuda et al., 1996; Loddick et al., 1998) y la IL-1B (Mason et al., 2001) tienen un papel
neuroprotector en el cerebro (Carlson et al., 1999; Campuzano et al., 2009). La IL-1B8 promueve
in vitro la proliferacién de células de Schwann (Conti et al, 2002) y estimula directa e
indirectamente la supervivencia celular (Herx et al., 2000; Diem et al., 2003). En el SNC
promueve la sintesis de factores de crecimiento que inducen la proliferacion y diferenciacion de
los progenitores de oligodendrocitos (Araujo y Cotman, 1992; Silberstein et al., 1996;
Glazebrook et al., 1998) y la mielinizacién (Mason et al., 2001).

5.4.- Inflamacioén e hipéfisis

Anos de investigacion han evidenciado que las citoquinas actuando por mecanismos
autocrinos y/o paracrinos regulan la secrecion hormonal y el crecimiento hipofisario.

Se ha demostrado la sintesis de la IL-1 en la hipdfisis anterior de ratas (Koenig et al.,
1990) y en adenomas hipofisarios humanos in vitro (Green et al., 1996). Estudios recientes en
ratas sugieren la participacién de esta citoquina en el desarrollo embrionario de la hipofisis
(Moro et al., 2008). La expresion del gen del TNF-a también ha sido demostrada por RT-PCR
en adenomas hipofisarios (Green et al., 1996), pero su sintesis en la hipéfisis normal no ha sido
confirmada.

En cuanto a sus acciones, se ha demostrado que la IL-1 regula el crecimiento celular,
inhibiendo el crecimiento de células hipofisarias de manera dosis y tiempo dependiente,
aunque no tiene efecto en el crecimiento de las células tumorales GH3 (Renner et al., 1995). La
IL-1B estimula la proliferacion celular de la hipéfisis normal (Stepien et al., 1994).

A pesar de que la literatura no es completamente consistente, las evidencias
disponibles sugieren que la IL-1 estimula directamente la secrecion de la mayoria de las
hormonas de la hipéfisis anterior, a excepcion de la prolactina (PRL), cuya secrecién es
aparentemente inhibida (Bernton et al., 1987; Uehara et al., 1987; Arzt et al., 1999). La IL-1
estimula la liberacion de GH en células GH3 (Gong et al., 2005), de ACTH en células AtT-20
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(Kovalovsky et al., 2004) y en células corticotropas humanas en cultivo (Gong et al., 2005). En
cuanto al TNF-a también se ha demostrado su participacién en la secrecion de ACTH, GH,
TSH y PRL, con resultados especificos dependiendo de los distintos modelos utilizados
(Milenkovic et al., 1989; Koike et al., 1991; Harel et al., 1995).

Recientemente se ha observado la expresion de la quimioquina CXCL12 en células de
la hipofisis anterior (Horiguchi et al., 2012) y diversos estudios han sugerido que la interaccién
de CXCL12 con su receptor CXCR4 puede jugar un importante papel en el funcionamiento de
la hipdfisis. Asi se ha demostrado su intervencion en la regulacion de la secrecion hormonal de
la hipofisis anterior (Florio et al., 2006; Massa et al., 2006) y en particular de la GH (Lee et al.,
2008). Se ha demostrado la expresién de CXCR4 en células somatotropas y existen datos in
vitro en células hipofisarias normales y en células tumorales GH4C1 y GH3 de la participacion
de CXCL12 en la regulacion de la secrecion de la GH y en la proliferacion de células
somatotropas normales y tumorales (Lee et al., 2008). Se ha sugerido su implicacién en la
etiopatogenia de adenomas hipofisarios (Barbieri et al., 2007).

En la actualidad no existen datos sobre el efecto del envejecimiento en la expresion
hipofisaria de citoquinas y quimioquinas, ni sobre su implicacién en las alteraciones endocrinas
que acompanan al envejecimiento.

5.5.- Sistema GH/IGF-I e inflamacion

Numerosas evidencias apoyan la existencia de una relacion bidireccional entre el
sistema GH/IGF-l y el sistema inmunolégico. En humanos se ha demostrado que las citoquinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6 afectan al sistema GH/IGF-I a diversos niveles (Bernton et
al., 1987; Fan et al., 1995, 1996; Wolf et al., 1996; De Benedetti et al., 1997; Barreca et al.,
1998). A su vez, la GH regula la funciéon inmune como lo demuestran estudios in vivo e in vitro
donde la GH estimula la secrecion de citoquinas proinflamatorias como la IL-18, IL-6 y TNF-a
(Tseng et al., 1997; Bozzola et al., 1998, 2003; Uronen-Hansson et al., 2003; Pagani et al.,
2005). Sin embargo, la administracion de GH a pacientes con fallo cardiaco crénico disminuye
los niveles circulantes de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 y de sus receptores
solubles (Adamopoulos et al., 2002, 2003; Wollert y Drexler, 2003), sugiriendo, por tanto, un
efecto antiinflamatorio de GH.

Los estudios in vitro sugieren que la accion de GH sobre las células inmunes y la
produccion de citoquinas proinflamatorias estd mediada por IGF-I (Geffner et al., 1990;
Kooijman et al., 1996). Paraddjicamente, la mayoria de estudios disponibles han descrito las
acciones del IGF-I como antiinflamatorias. En este sentido estudios in vitro, con elevadas dosis
del IGF-I, evidencian la capacidad del IGF-I de antagonizar a las citoquinas proinflamatorias en
explantes de cartilago (Tyler, 1989), islotes de Langerhans (Mabley et al., 1997) y en células de
la musculatura vascular lisa (Schini et al., 1994). Estudios in vivo han demostrado que el IGF-I
disminuye la induccion de TNF-a e IL-18 en el shock séptico (Inoue et al., 1995) y en
quemaduras (Spies et al., 2001).

A nivel cerebral, se ha observado una estrecha relacion entre las citoquinas

proinflamatorias y el IGF-I, especialmente entre el TNF-a e IGF-I. La sobreexpresién en el
cerebro del TNF-a retarda el crecimiento cerebral e induce dafo neuronal, debido a una
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disminucion de la expresion de IGF-I, y altera las concentraciones de diversas proteinas del
sistema IGF-| capaces de modular sus acciones (Ye et al., 2003). Esto sugiere que una baja
disponibilidad de IGF-I puede ser la responsable, al menos en parte, de los efectos
perjudiciales de TNF-a en los oligodendrocitos y en la mielina descritos por Akassoglou et al.
(1997) y por Probert et al. (1995). De la misma manera, los efectos citotoxicos de TNF-a
observados en las neuronas granulares del cerebelo estan asociados con un silenciamiento de
las sefales de supervivencia del IGF-I (Venters et al., 1999). Se ha demostrado que la adicién
in vitro del IGF-I rescata a las neuronas (Kenchappa et al., 2004) e inhibe la apoptosis de los
oligodendrocitos y de sus precursores inducida por TNF-a (Ye y D Ercole, 1999). In vivo, el
IGF-I reduce la desmielinizacion de los ratones transgénicos de TNF-a (Ye et al., 2007), lo que
apoya un posible papel neuroprotector de IGF-I frente a la inflamacion mediada por TNF-a

5.6.- Secretagogos de GH e inflamacidn

Evidencias recientes sugieren un papel de ghrelina en la regulacion de la inflamacién
(Taub, 2008; Hattori, 2009; Taub et al., 2010). La mayoria de los estudios realizados in vitro
han demostrado que ghrelina ejerce un potente efecto inhibidor de la expresién del ARNm y de
la proteina de las citoquinas proinflamatorias IL-1a, IL-18, TNF-a e IL-6 por linfocitos T,
monocitos activados (Dixit et al., 2004) y células dendriticas (Taub, 2008).

In vivo, el potencial de ghrelina como agente antiinflamatorio se ha puesto de manifiesto
en varios modelos animales de la enfermedad inflamatoria intestinal (Gonzalez-Rey, Chorny, et
al., 2006), artritis (Granado et al., 2005; Chorny et al., 2008), sepsis y endotoxemia (Chang et
al.,, 2003; Li et al., 2004; Wu et al., 2007; Chorny et al., 2008), fallo cardiaco congestivo
(Nagaya et al., 2001; Nagaya y Kangawa, 2003) y caquexia por cancer (Hanada et al., 20083;
Neary et al., 2004).

El hecho de que ghrelina antogonice la produccion de IL-6 (Dixit et al., 2004) tiene una
gran importancia en el envejecimiento, ya que los niveles de IL-6 aumentan significativamente
durante esta etapa (Ye y Johnson, 1999; Ershler y Keller, 2000) y en enfermedades comunes
de la edad anciana (Sempowski et al., 2000; Zietz et al., 2001; Visser et al., 2002). El estudio
de Dixit et al. (2009) demostr6é que la administracién de ghrelina a ratones viejos producia una
disminucion significativa de los niveles de IL-1B8, IL-6 y TNF-a, entre otros marcadores
inflamatorios. Estos resultados, junto con el hecho de que la expresion de ghrelina y de su
receptor en las células inmunes disminuye con la edad, sugieren que una disminucién de
ghrelina puede estar implicada en el aumento de la inflamacion sistémica con la edad. Se ha
postulado que la administracion de ghrelina en el envejecimiento podria mejorar el patrdn
inflamatorio propio del envejecimiento (Taub y Longo, 2005; Taub et al., 2010).

Algunos estudios recientes han abordado el papel de ghrelina en el tratamiento de
patologias que cursan con neuroinflamacién como lesiones cerebrales, isquemia cerebral,
Alzheimer y enfermedades autoinmunes del sistema nervioso. En estos estudios se ha
demostrado la capacidad de ghrelina de disminuir las citoquinas proinflamatorias y de ejercer
acciones neuroprotectoras en un modelo de dafio cerebral inducido por hemorragia
subaracnoidea (Ersahin et al., 2010), en hipoxia cerebral (Cheyuo et al., 2011), en dafo
cerebral por traumatismo (Bansal et al., 2010), dolor neuropatico mediado por inflamacion
(Guneli et al., 2010) y en células microgliales de ratén estimuladas por B-amiloide (Bulgarelli et
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al., 2009). El potencial terapeutico de ghrelina en el tratamiento de enfermedades
desmielinizantes que cursan con inflamacion ha sido puesto de manifiesto por Theil et al.
(2009). En la encefalomielitis experimental autoinmune la administracion de ghrelina atenua la
progresion y la severidad de la enfermedad y disminuye los niveles del ARNm de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 y TNF-a en infiltrados celulares de la médula espinal y en
células microgliales.

6.- MEMORIA Y ENVEJECIMIENTO

6.1.- Eje GH/IGF-l y memoria

Tanto en animales como en humanos, la alteracion cognitiva mas generalizada en el
envejecimiento es la pérdida de memoria. Los primates no humanos exhiben deficiencias en la
realizaciéon de tareas que implican a la memoria (Arnsten y Goldman-Rakic, 1985; Moss et al.,
1988; Rapp y Amaral, 1989). En roedores, se han observado deficiencias asociadas a la edad
en la realizacién de tareas relacionadas con la memoria referencial espacial tales como el
laberinto en agua de Morris y el laberinto de Barnes (Barnes, 1979) y en tareas que enfatizan la
memoria de trabajo como el laberinto de brazos radiales y la alternancia de tareas (Barnes et
al.,, 1980; Zornetzer et al., 1982). En humanos, es bien conocido que los ancianos muestran
déficit de memoria (Light et al., 1991), en recuerdo libre y en memoria de reconocimiento
(Burke y Light, 1981; Bowles y Poon, 1985; Guttentag y Madden, 1987; Hultsch et al., 1990) y
en otras tareas de memoria que representan actividades de la vida diaria (West et al., 1992)
como el recuerdo de informacion de los prospectos de medicinas, recuerdo de informacion
topogréafica cercana a sus casas, apariencia de objetos comunes y nombres y caras de
companeros (Maylor, 1990).

A pesar de las numerosas investigaciones realizadas con el fin de comprender los
mecanismos del aprendizaje y de la memoria y del deterioro que ocurre con la edad, la
etiologia de estas deficiencias aun permanece desconocida. Estudios recientes han sugerido la
posibilidad de que el estado cognitivo esté asociado con los niveles de GH e IGF-I. Esto se
fundamenta en la presencia de GH e IGF-I en el LCR y de los receptores R-GH y R-IGF-1 en el
cerebro (Johansson, Fowelin, et al., 1995; Nyberg y Burman, 1996). La presencia del R-GH en
el hipocampo, una estructura cerebral de una importancia relevante en los procesos de
aprendizaje y memoria, junto con el hecho de que las alteraciones cognitivas, uno de los
rasgos caracteristicos de la deficiencia de GH tanto en humanos (Deijen et al., 1996; Sartorio et
al., 1996; Rollero et al., 1998) como en roedores (Noguchi, Sugisaki, Tsukada et al., 1982;
Bouchon y Will, 1983), mejoren con el tratamiento con GH (Noguchi, Sugisaki, Watanabe, et
al., 1982; Burman et al., 1995; Deijen et al., 1998) sugiere un efecto del eje GH/IGF-I en la
cognicién.

En este sentido se ha demostrado una accién facilitadora de GH en la adquisicion de la
memoria (Hoddes, 1979), que podria reflejar un papel fisiolégico de GH durante el sueno, ya
que tanto la memoria como el aprendizaje son estimulados durante el periodo REM del suefio,
el cual, a su vez es inducido por los picos de secrecion de GH durante el suefio (Mendelson et

38



Introduccién

al., 1980). En el SNC la GH potencia la memoria a largo plazo (Schneider-Rivas et al., 1995),
efecto que podria estar mediado por CREB, dado que la GH estimula la fosforilacion y la
transactivacion de CREB (Lobie et al., 1995), factor responsable de la formacidén de la memoria
a largo plazo (Kornhauser y Greenberg, 1997). También se ha sugerido que la GH ejerce sus
efectos sobre la memoria y otras capacidades cognitivas regulando los niveles de SS, péptido
que influye en los procesos de aprendizaje y de memoria (Alvarez y Cacabelos, 1990) y cuya
expresion es estimulada por GH en el cerebro de la rata vieja (Lopez-Fernandez et al., 1996).

Dado que la actividad del eje somatotropo disminuye con la edad, se ha sugerido que
este estado de hiposomatotropismo relativo podria ser un factor determinante en la disminucion
de las funciones cognitivas asociadas al envejecimiento (Rollero et al., 1998; Aleman et al.,
1999) y en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Connor et
al., 1997; Connor y Dragunow, 1998). En ratas viejas la disminucion de la microvasculatura
cerebral estd asociada con bajos niveles de GH e IGF-I (Sonntag et al., 1997). Todo esto
sugiere que el hiposomatotropismo junto con un aporte vascular reducido en el cerebro podria
contribuir a los cambios cognitivos observados en los ancianos

A pesar de estas evidencias, todavia no se ha demostrado una relacién directa entre la
pérdida de actividad de los somatotropos y la funciéon cognitiva durante el envejecimiento
fisiologico. Algunos estudios han observado una correlacion positiva entre los niveles de IGF-I
total o el cociente IGF/IGFBP3 y la funcién cognitiva en individuos viejos (Morley et al., 1997;
Kalmijn et al., 2000), pero estos resultados no han sido confirmados por otros estudios
(Papadakis et al., 1995; Paolisso et al., 1997; Rollero et al., 1998). Curiosamente, los niveles de
IGF-1, pero no los de GH, se correlacionan con parametros cognitivos en los sujetos ancianos
(Aleman et al., 2000).

Aungue en sujetos adultos jovenes con DGH, se ha observado un efecto positivo de la
terapia con GH en la funcién cognitiva, en el bienestar psicolégico y en la memoria a corto y a
medio plazo (Deijen et al., 1996, 1998; Cummings y Merriam, 2003), no existe una clara
evidencia de que el tratamiento con GH o con IGF-I mejore significativamente los parametros
cognitivos, la memoria o el estado de animo en sujetos ancianos (Friedlander et al., 2001;
Cummings y Merriam, 2003; Liu et al., 2007).

6.2.- Secretagogos de GH y memoria

Un creciente niumero de estudios en roedores sugieren que la ghrelina esta implicada
en los procesos de memoria. En ratas, la administracion intracerebroventricular de ghrelina,
ademas de la inyeccion de ghrelina en el hipocampo, en la amigdala y en el nucleo de rafe
dorsal estimula la retencion de estimulos a evitar (Carlini et al., 2002, 2004, 2008) y el
reconocimiento de objetos en ratas (Carlini et al., 2004). Diano et al. (2006) observaron que los
ratones knockout de ghrelina presentaban deficiencias en la memoria, que mejoraban tras la
administracién de ghrelina exégena o de su mimético LY444711. De igual manera, en ratones,
la disminucion en el reconocimiento de objetos debida a la restriccién cronica de comida se
contrarresta por la administracién de ghrelina (Carlini et al., 2008).

Dado que los agonistas del receptor de ghrelina mejoran la retencion memoristica en
ratas (Atcha et al., 2009), el R-GHS central ha sido propuesto como una diana terapéutica para
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tratar enfermedades que afectan a la cognicién (Atcha et al., 2009; Carlini, Ghersi, et al., 2010).
De hecho, la administracion de ghrelina mejora las alteraciones de la memoria en un modelo en
raton de enfermedad de Alzheimer (Moon et al., 2011) y en un modelo de ratas diabéticas (Ma
et al., 2011). En contraste con estos resultados que sugieren un efecto positivo de ghrelina en
la memoria, también se ha observado una pérdida en la retenciéon en pollos recién nacidos
después de la administraciéon de ghrelina (Carvajal et al., 2009).

En humanos, los datos sobre los efectos de ghrelina en la capacidad cognitiva son
dispares. Al contrario de lo observado en roedores, en ancianos recientemente se han
correlacionado negativamente los niveles de ghrelina con la memoria (Spitznagel et al., 2010).
Los efectos de ghrelina en la memoria de consolidacién de procedimientos parecen ser mas
negativos que positivos (Dresler et al., 2010).

El entramado neuroanatémico que integra a la ghrelina en la funcion de memoria ain no
se comprende bien (Olszewski et al., 2008). En ratones, la ghrelina circulante alcanza el
hipocampo donde se une a neuronas de la formacién hipocampal, estimulando la formacién de
espinas dendriticas sinapticas y la generacion de potenciacion a largo plazo. De hecho, los
ratones knockout de ghrelina tienen una reducida densidad de espinas sinpticas en
comparacion con los controles (Diano et al., 2006). En ratas, la administracién de ghrelina
reduce los valores umbrales para generar potenciacion a largo plazo en el giro dentado y
aumenta la sintesis de Oxido nitrico mediante la activacién de la NO sintasa (NOS) en el
hipocampo (Carlini, Perez, et al., 2010). Dado que la actividad de NOS es diferente en
animales entrenados que en los no entrenados, se ha sugerido que la NOS es uno de los
factores enddgenos del hipocampo que media los efectos de ghrelina en la memoria (Carlini,
Perez, et al., 2010) . Por otro lado, en el estudio de Ma et al. (2011) la mejora de la memoria de
las ratas diabéticas tratadas con ghrelina iba acompariada por un aumento en la expresion de
BDNF y CREB en el hipocampo, sugiriendo su implicacién en los efectos de ghrelina en la
memoria.

6.3.- CREB y memoria

La proteina CREB es un miembro de una familia de factores de transcripcién
relacionados estructuralmente que se unen a ciertas secuencias del ADN llamadas "elementos
de respuesta a AMPc" (cCAMP Response Element, CRE) (Montminy, 1997; Silva et al., 1998).

CREB se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro donde regula la transcripcion
de genes diana y su actividad es inducida en respuesta a calcio, neurotrofinas y sefales de
citoquinas, ademas de a una gran variedad de estimulos celulares (Silva et al., 1998; Shaywitz
y Greenberg, 1999; Mayr y Montminy, 2001; Lonze y Ginty, 2002; Carlezon et al., 2005). La
despolarizacién de la membrana y/o el aumento de AMPc estimulan fuertemente la
fosforilizacion de CREB en la serina133, activando la transcripcion dependiente de CREB
(Gonzalez y Montminy, 1989; Sheng et al., 1991; Sanchez-Mufoz et al., 2010).

En el SNC, se ha demostrado que CREB es esencial en el proceso de formacién de la
memoria. La transcripcion dependiente de CREB es clave para la plasticidad sinaptica de larga
duracion y para la formacién de la memoria a largo plazo (Silva et al., 1998; Shaywitz y
Greenberg, 1999; Mayr y Montminy, 2001; Lonze y Ginty, 2002; Carlezon et al., 2005). Estudios
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genéticos y farmacoldgicos en diversas especies han demostrado que CREB tiene un papel
universal en la formacion de la memoria, que abarca desde la memoria emocional hasta la
memoria espacial y social (Yin et al., 1995; Bartsch et al., 1998; Josselyn et al., 2001; Jasnow
et al., 2005). En ratas, la infusién intrahipocampal de un oligonucleétido anti-sentido frente al
ARNm de CREB produce una pérdida de la memoria a largo plazo (Guzowski y McGaugh,
1997). De igual manera, animales mutantes, con una reduccién de hasta el 75% en los niveles
de CREB, presentan una alteracion de la memoria a largo plazo pero no de la memoria a corto
plazo. Por el contrario, la sobreexpresion de CREB (Josselyn et al., 2001) o de un activador de
CREB (Yin et al., 1995) estimulan la formacién de la memoria a largo plazo en la rata y en
Drosophila.

En roedores viejos, estudios previos han evidenciado que durante el envejecimiento
fisiolégico se produce una disminucién de la fosforilacién de CREB en el hipocampo (Foster et
al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Porte et al., 2008; Williams et al., 2008; Xu et al., 2010), que
conlleva una marcada disminucion de la actividad de CREB con la edad (Asanuma et al., 1996)
y una reduccién en la expresion de genes requeridos para la formacién de la memoria a largo
plazo, como el del BDNF. La disminucion de la actividad de CREB puede contribuir a las
alteraciones de la memoria que acompanan al envejecimiento fisiologico.

6.4.- BDNF y memoria

Los cambios dependientes de actividad de la plasticidad sinaptica son considerados los
mecanismos responsables del aprendizaje y de la formacién de la memoria. Por lo tanto, se
cree que una plasticidad sinaptica anormal en el hipocampo durante el envejecimiento es uno
de los mecanismos responsables de la pérdida de memoria asociada a la edad (Foster, 1999).
En este sentido, dado que BDNF juega un importante papel en la plasticidad sinaptica
dependiente de actividad asi como en la potenciacion a largo plazo, hay un gran interés en
definir su papel en el aprendizaje y la memoria (Yamada y Nabeshima, 2003). El hipocampo,
que es esencial para la formacién de la memoria a largo plazo en humanos y animales, es una
importante diana de la accion de BDNF. Evidencias experimentales recientes apoyan el papel
de BDNF en los procesos de memoria. La adquisicién de la memoria y su consolidacién estan
asociadas con un aumento de la expresién del ARNm de BDNF y con la activacion de su
receptor TrkB en el hipocampo (Hall et al., 2000; Roher et al., 2002; Yamada et al., 2002). En
roedores se ha demostrado que la deprivacidon genética o farmacolégica de BDNF o del
receptor TrkB afecta al aprendizaje y a la memoria (Linnarsson et al., 1997; Minichiello et al.,
1999; Mu et al.,, 1999; Saarelainen, Lukkarinen, et al., 2000; Saarelainen, Pussinen, et al.,
2000; Alonso et al., 2002). En humanos, un polimorfismo de valina a metionina en el extremo
5°de la proteina de BDNF se ha asociado con una pobre memoria episédica (Egan, Kojima, et
al., 2003).

A partir de estas evidencias se ha sugerido que la reduccion de la actividad de CREB en
el envejecimiento junto con una disminucion de los niveles de BDNF en el hipocampo, podria
afectar a la plasticidad sinaptica que causaria a su vez una alteracion de la memoria espacial
observada en diversos test de comportamiento (Foster et al., 2001; Porte et al., 2008; Williams
et al., 2008; Xu et al., 2009).
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7.- FACTORES NEUROTROFICOS Y ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

7.1.- PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO
7.1.1.- VIP: distribucion y acciones neurotréficas en el sistema nervioso central

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un polipéptido de 28 aminoacidos incialmente
aislado de duodeno de cerdo, donde ejerce un potente efecto vasodilatador (Said y Mutt, 1970).
Ademas de su presencia en el tracto gastrointestinal, VIP es un neuropéptido con una amplia
distribucion en el SNP y en el SNC de numerosas especies, observandose su maxima
expresion en la neocorteza, el hipocampo, la amigdala y el hipotdlamo de roedores (Larsson et
al., 1976; Lorén et al., 1979; Sims et al., 1980; Obata-Tsuto et al., 1983) y humanos (Jégou et
al., 1988; Ong y Garey, 1991; Benagiano et al., 1996; Hofman et al., 1996; Romijn et al., 1999).
Se ha demostrado la presencia de VIP en cerebro de embriones de rata (Maletti et al., 1980;
Jirikowski et al., 1982; Lorenzo et al., 1989) donde juega un importante papel durante el
desarrollo (Brenneman et al., 1990).

Los estudios funcionales y farmacolégicos indican que VIP, como
neurotransmisor/neuromodulador, esta implicado en la regulacion de la transmisién sinaptica y
de la excitabilidad neuronal (Borghi et al., 1979; Pawelzik et al., 1992; Sun et al., 2003).
Ademas, controla elementos no neurales del cerebro, como los gliocitos y ciertos
constituyentes de la pared de la microvasculatura, e interviene en la regulacion local del flujo
sanguineo y del metabolismo cerebral (Matsuyama et al., 1983; Bevan et al., 1984; Gibbins et
al., 1984; Edvinsson et al., 1993; Virgintino et al., 1996; Magistretti et al., 1998).

Numerosas evidencias sugieren que VIP esta implicado en la regulacién de funciones
cognitivas y psiquicas (Cottrell et al., 1984; Flood et al., 1990; Itoh et al., 1994; Chaudhury et
al., 2008), ritmos circadianos que regulan las funciones neuroendocrinas, metabdlicas y el
comportamiento (Bechtold et al., 2008; Chaudhury et al., 2008; Gozes, 2008), procesos de
histomorfogénesis, crecimiento y diferenciacion de los tejidos nerviosos (lwasaki et al., 2001;
Karacay et al., 2003; Basille et al., 2006; Falluel-Morel et al., 2008) y procesos de proteccion y
reparacion del tejido nervioso en varias condiciones patolégicas (Gozes et al., 2000; Hill, 2007;
Falluel-Morel et al., 2008). Ademas, se ha observado que VIP estimula el metabolismo del
glucégeno en la corteza cerebral, regula el crecimiento embrionario, y promueve la
supervivencia de células neurales (Sorg y Magistretti, 1992; Brenneman et al., 1997). Un gran
numero de estudios han asociado a VIP con neuroproteccion. La expresiéon de VIP aumenta
durante la fase de formacion de las sinapsis (Gozes et al.,, 1987) y VIP produce
neuroproteccioén frente al bloqueo eléctrico (Brenneman, 1986).

El estudio de los mecanismos de estas acciones llevo al descubrimiento del factor
neurotréfico dependiente de actividad (ADNF) y de la proteina neuroprotectora dependiente de
actividad (ADNP) cuya sintesis es estimulada por VIP en las células de glia y a través de las
cuales VIP ejerce ciertas acciones neurotréficas (Gozes et al., 2003). VIP estimula la
produccion de BDNF por las células T en ratones. Dado que BDNF es un factor neurotréfico
(Barde, 1989) las acciones neurotroficas de VIP podrian estar mediadas por BDNF. En este
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sentido se ha observado que VIP potencia la accidén del glutamato sobre la expresion del BDNF
(Pellegri et al., 1998).

7.1.2.- Mecanismos de senalizacion intracelular de VIP: activacion de CREB

VIP ejerce sus acciones biologicas a través de receptores de membrana especificos
pertenecientes a la super familia de receptores asociados a proteina G. Se han indentificado
tres receptores para VIP incluyendo el receptor del PACAP (PAC1-R), que presenta baja
afinidad por VIP, y dos receptores de VIP (VPAC1 y VPAC2) (Harmar et al., 1998; Laburthe et
al., 2007). VPAC2 esta involucrado en ciertos efectos neuroprotectores de VIP (Rangon et al.,
2005). También una variante del PAC-1 se ha relacionado con acciones neuroprotectoras de
VIP (Pilzer y Gozes, 2006).

Los VPAC estan clasicamente asociados con la senalizacion mediada por AMPc
aunque otras vias de sefalizacién como la movilizacién de calcio y la activacion de PKC
también se han descrito. La sefalizacion mediada por AMPc, con la consiguiente activacion de
la PKA y el factor de transcripcion CREB, podria estar involucrada en las acciones del VIP
sobre la mielinizacién. En este sentido, en estudios previos hemos observado que la activacién
de CREB es necesaria para la induccion de MBP por IGF-1 (Palacios et al., 2005). Otros
estudios (Gao et al., 2004) han demostrado que CREB juega un papel clave en el proceso de
remielinizaciéon in vivo. La sefalizacion a través de la via de sefalizacién de la PKC esta
implicada en acciones neuroprotectoras de VIP en cerebro de ratén durante el desarrollo
(Greesens et al., 1998).

7.1.3.- VIP y envejecimiento cerebral

Numerosos estudios han evidenciado que el envejecimiento se acompafa de una
disminucién en el nimero de neuronas vipérgicas en diversas areas cerebrales tales como la
corteza cerebral (Huh et al., 1997), la amigdala, la substancia nigra (Andreose et al., 1994), el
giro dentado del hipocampo y el nucleo supraquiasmatico (Chee et al., 1988; Cha et al., 1995,
1997). Ademas, en el envejecimiento se modifica la morfologia de las neuronas vipérgicas,
especialmente en la corteza cerebral, disminuyendo el nUmero y la longitud de las dendritas y
alterandose el eje de las neuronas vipérgicas que aparece mas inclinado e irregular (Cha et al.,
1995). En concordancia con estos datos, también se ha descrito una reduccion en los niveles
de expresién del ARNm de VIP en el cerebro durante el envejecimiento (Gozes et al., 1988) y
una pérdida del ritmo de secrecion (Gozes et al., 1988; Krajnak et al., 1998; Duncan et al.,
2001; Kall6 et al., 2004; Gerhold et al., 2005).

Se ha sugerido que las células bipolares vipérgicas refuerzan la estimulacién de las
neuronas piramidales, sincronizando el funcionamiento de las redes verticales de neuronas
piramidales. Por este motivo, la disminucion en el numero de las células vipérgicas en la
corteza cerebral del cerebro viejo influiria en la precisa regulacién de los sistemas implicados
en las actividades motoras y/o sensoriales. Ciertos estudios sugieren que el bloqueo de la
actividad de VIP in vivo puede producir deficiencias neurolégicas y alteraciones del desarrollo
neuronal, de la adquisicion de reflejos y de los mecanismos de aprendizaje y memoria (Hill et
al., 1991; Gozes y Brenneman, 1996).
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Existen evidencias de que VIP esta implicado en el mantenimiento del ritmo circadiano.
En el ndcleo supraquiasmatico, principal regulador del ritmo circadiano, se ha descrito una
disminucién de neuronas vipérgicas en ratas (Chee et al., 1988) y en varones viejos (Zhou et
al., 1995) que podria constituir el sustrato anatémico responsable de las alteraciones del ritmo
circadiano que ocurre en el envejecimiento (Chee et al., 1988). Asimismo se ha observado una
disminucién de la expresion del VPAC2 en el nlcleo supraquiasmatico de las ratas viejas (Kallé
et al., 2004).

7.1.4.- VIP y mielinizacion

Ciertas observaciones sugieren que VIP esta implicado en el proceso de mielinizacién
en el SNC y SNP.

Las primeras evidencias de que VIP participa en la mielinizacion del SNP fueron
obtenidas en modelos de seccionamiento del nervio ciatico. Rayan et al. (1991) demostraron
que tras la axotomia, se producia un rapido incremento en la expresion de VIP en los
segmentos proximales del nervio donde comienza la regeneracién axonal. En estudios
posteriores se demostré que VIP estimula la regeneracion axonal in vitro (Rayan et al., 1995) y
promueve la remielinizacién de los nervios transeccionados tras su administracion local (Zhang
et al., 2002).

En un modelo en ratén de leucomalacia periventricular, caracterizado por lesiones
necroticas y quisticas de la sustancia blanca neocortical, se ha demostrado que VIP y sus
analogos tienen un potente efecto neuroprotector de la sustancia blanca (Gressens et al., 1997,
1999) previniendo la muerte temprana de los astrocitos y estimulando la reparacion axonal tras
la lesion (Gressens et al., 1998). VIP protege en el periodo perinatal, la sustancia blanca frente
a lesiones inducidas por excitotoxicidad. Estas acciones estan mediadas por el receptor VPAC2
y la activacién de las vias de sefalizacién de PKC y MAPK (Passemard et al., 2011). El
incremento de BDNF observado tras la administracion de VIP (Passemard et al, 2011) induce a
pensar en la participacion de este factor neurotréfico en los efectos neuroprotectores de VIP.

Estudios recientes sugieren una relacion entre VIP y patologias de la mielina como la
esclerosis multiple. En la esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria, autoinmune y
desmielinizante que cursa con una pérdida de oligodendrocitos en el SNC, se ha observado
una baja concentracion de VIP en el LCR (Andersen et al., 1984) y un patron de expresiéon de
los receptores VPAC?2 alterado en las células Th en comparacién con sujetos sanos (Sun et al.,
2006). En ratones el tratamiento con VIP reduce la incidencia y severidad de la encefalitis
experimental autoinmune (EEA) (Gonzalez-Rey, Chorny, et al., 2006) lo que ha llevado a
proponer a VIP como una alternativa terapéutica para el tratamiento de la esclerosis multiple en
humanos (Fernandez-Martin et al., 2006).

Los mecanismos a través de los cuales VIP ejerce sus efectos en la sustancia blanca no
estan completamente esclarecidos. VIP es un secretagogo de una gran variedad de factores
promotores de la superviviencia neuronal incluido el ADNF, citoquinas e inihibidores de
proteasas (Brenneman et al., 1987, 1997; Festoff et al., 1996; Gozes y Brenneman, 1996).
Otros factores implicados en los efectos de VIP incluyen el BDNF y el IGF-I. Husson et al.
(2005) observaron que el efecto neuroprotector de VIP en la sustancia blanca estaba mediado
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por BDNF, corroborando estudios previos donde se habia demostrado que VIP estimulaba la
expresion del ARNm del BDNF (Martin et al., 1995; Pellegri et al., 1998). La implicacién de
IGF-1 en los efectos de VIP sobre el crecimiento embrionario ha sido claramente puesta en
evidencia por Servoss et al. (2001). A su vez, el bloqueo de VIP abole la accion proliferativa del
IGF-I sobre células lactotropas (Fernandez et al., 2003).

7.1.5.- VIP e inflamacion

El VIP ejerce un amplio espectro de funciones bioldgicas, incluidas acciones en la
inmunidad natural y adquirida (Pozo et al., 2000; Delgado y Ganea, 2001a; Gomariz et al.,
2001; Ganea y Delgado, 2002), la proliferacién de células T y varias funciones de los
macroéfagos, como la fagocitosis y la quimiotaxis (Pozo et al., 2000; Delgado y Ganea, 2001a;
Gomariz et al.,, 2001; Ganea y Delgado, 2002), ademéas de bloquear la producciéon de las
citoquinas IL-6, TNF-a, IL-12, NO y de quimioquinas inducidas por LPS (Martinez et al., 1998;
Xin'y Sriram, 1998; Delgado et al., 1999; Delgado y Ganea, 2001b).

A nivel cerebral, también se ha observado un efecto antiinflamatorio de VIP. In vitro, VIP
actia como un potente factor desactivador de la microglia inhibiendo la producciéon de
mediadores proinflamatorios inducidos por LPS (Delgado et al., 2002, 2003; Ganea y Delgado,
2002). In vivo, la inhibicibn de mediadores proinflamatorios es responsable, al menos
parcialmente, de los efectos neuroprotectores de VIP en un modelo murino de shock séptico
(Delgado et al., 1999) y en un modelo de trauma cerebral (Delgado y Ganea, 2003). En este
sentido ya hemos mencionado anteriormente la relevancia que estan tomando las acciones
antiinflamatorias del VIP en enfermedades desmielinizantes como la esclerosis mdultiple
(Gonzalez-Rey, Fernandez-Martin, et al., 2006).

A pesar de que se considera que VIP actia como un inmunomudolador intrinseco del
cerebro que ayuda a prevenir la respuesta inmune mediante acciones antiinflamatorias, ciertos
estudios han descrito acciones proinflamatorias de VIP en células epiteliales del tubulo renal
proximal (Huang et al., 2012) y en osteoblastos (Natsume et al., 2010). En este sentido,
Maimone et al. (1993) observaron que VIP induce la secrecion de IL-6 por astrocitos en cultivo,
mostrando un efecto sinérgico sobre la expresion de IL-6 con la de IL-1B y el TNF-a. Estos
estudios, aunque escasos, sugieren que las acciones inmunomoduladoras del VIP pueden ser
mas amplias de lo que tradicionalmente se ha considerado.

7.2.- FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO
7.2.1.- BDNF: localizacion y acciones

BDNF es un factor neurotréfico de la familia de las neurotrofinas que fue aislado del
cerebro de cerdo donde promueve el crecimiento de neuronas sensoriales (Barde et al., 1982).
Se trata de una proteina de 252 aminodcidos, de los que 51 son idénticos al factor de
crecimiento nervioso (NGF) de varias especies. Estos residuos comunes incluyen seis
cisteinas, tres triptéfanos y dos restos de fenilalanina asi como la mayoria de los residuos de
valina y &cido aspartico en idéntica posicion que en el NGF. Esta estructura conservada de
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BDNF se mantiene también en la region precursora (Leibrock et al., 1989).

BDNF, al igual que otras neurotrofinas, se sintetiza como un precursor (pro-BDNF de 32
kDa) que posteriormente se escinde para generar el BDNF maduro (14 kDa) (Mowla et al.,
2001, Yang et al., 2009). Se ha descrito una tercera isoforma de BDNF con un peso molecular
de 28 kDa, denominada BDNF truncado (Mowla et al., 2001). Tanto el BDNF maduro como el
pro-BDNF son biolégicamente activos, mientras que la funcion del BDNF truncado es
desconocida.

En el cerebro de rata adulto, el ARNm de BDNF se expresa en el hipocampo, corteza
cerebral, cerebelo, estriado y amigdala (Castren et al., 1995; Dugich-Djordjevic et al., 1995;
Kawamoto et al., 1996; Katoh-Semba et al., 1997). La proteina de BDNF también se expresa
en la corteza cerebral, hipocampo, prosencéfalo basal, estriado, hipotdlamo, bulbo raquideo y
en el cerebelo (Kawamoto et al., 1996) estando localizado en el cuerpo celular, las dendritas y
en las fibras. En general, existe coincidencia en los lugares de expresion de BDNF (proteina y
ARNm), aunque también se han descrito algunas discordancias. En humanos, el BDNF se
expresa en el hipocampo, el claustrum, la amigdala, el septum y el ndcleo del tracto solitario
(Murer et al., 1999).

De todas las neurotrofinas, las acciones de BDNF en las neuronas del SNC han sido las
mejor caracterizadas. Se ha demostrado que BDNF juega un papel critico en el desarrollo y en
la plasticidad sinaptica (Hofer y Barde, 1988; Lu y Figurov, 1997; McAllister, 1999), regula el
desarrollo neuronal y sus funciones (Blum et al., 2002; Binder y Scharfman, 2004; Monteggia et
al., 2004), estimula la supervivencia de las neuronas adultas y esta implicado en el aprendizaje
y comportamiento, en la eficiencia sinaptica y en la conectividad neuronal (Ebadi et al., 1997;
Tyler et al., 2002; Binder y Scharfman, 2004). Ligeros cambios en los niveles de BDNF, o en la
expresion de diferentes polimorfismos de un solo nucleétido en el gen de BDNF se
correlacionan con diferencias neuroanatémicas y cambios en el comportamiento en humanos y
en modelos de ratones, que incluyen alteracion de comportamientos alimentarios, alteraciones
en la memoria episddica y susceptibilidad a desérdenes neuropsiquiatricos como la ansiedad y
la depresién (Lyons et al., 1999; Egan, Weinberger, et al., 2003; Chen et al., 2006; Castrén y
Rantaméki, 2008; Russo et al., 2009).

7.2.2.- Receptores de BDNF: TrkB y P75"™"

BDNF ejerce sus efectos biol6gicos en el sistema nervioso a través de dos tipos de
receptores: el receptor tirosina quinasa B (TkrB) y el receptor de las neurotrofinas P75 (P75"%)
(Reichardt, 2006). El BDNF maduro se une selectivamente y con alta afinidad al receptor TrkB,
mientras que el pro-BDNF interacciona preferiblemente con el P75"™? (Chao y Bothwell, 2002).

En el SNC, la proteina del receptor TrkB se localiza en los cuerpos celulares, axones y
dendritas (Fryer et al., 1996), observandose una amplia distribucion en el cerebro con
concentraciones maximas en la corteza cerebral, bulbo olfatorio, hipocampo, talamo e
hipotalamo, giro dentado, estriado, substancia nigra, cerebelo, bulbo raquideo y motoneuronas
espinales, y nucleos sensoriales del bulbo raquideo (Yan et al., 1997; Drake et al., 1999). El
ARNmM del receptor TrkB se ha detectado en las mismas regiones descritas para su proteina,
especialmente en la corteza cerebral, en el hipocampo y en el hipotdlamo, donde la expresién
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esta regulada por el desarrollo (Fryer et al., 1996). En el hipocampo, se ha observado en las
capas piramidales de la regiones CA1-CA4, en la capa granular del giro dentado, en los
cuerpos celulares y en las dendritas de las neuronas granulares (Yan et al.,, 1997). Se ha
demostrado la coexpresion de BDNF y de sus receptores en neuronas individuales del
hipocampo y de la corteza cerebral (Kokaia et al., 1994), lo que sugiere que el BDNF puede
actuar por mecanismos autocrinos/paracrinos en el SNC.

BDNF también se une al receptor no selectivo de neurotrofinas de baja afinidad P75"™",
miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) (Bothwell, 1996;
Kaplan y Miller, 2000). El receptor P75"™" carece de actividad catalitica intrinseca y transmite la
sefial mediante una serie de interacciones proteina-proteina mediadas por sus dominios
intracelulares proximos a la membrana y dominios muertos (Lee et al., 2001; Hempstead,
2002). La activacién del receptor P75""™® puede causar apoptosis en una variedad de sistemas
(Barrett, 2000). Cuando se coexpresa con el receptor Trk apropiado, el P75 aumenta la
afinidad de unién de la neurotrofina y puede contribuir a la discriminacién del ligando de los
diferentes miembros de la familia de los receptores Trk contribuyendo a los efectos biol6gicos
clasicos de las neurotrofinas (Bibel et al., 1999; Hempstead, 2002).

7.2.3.- BDNF y envejecimiento cerebral

La expresién de BDNF y del receptor TrkB en ratas viejas varia dependiendo de la cepa
de rata y de la técnica de cuantificacion utilizada. Asi, en funcion de la especie, el area
estudiada y la técnica de cuantificacion, se han descrito tres posibles escenarios: un aumento
(Katoh-Semba et al., 1998), una disminuciéon (Narisawa-Saito y Nawa, 1996; Hayashi et al.,
1997; Croll et al., 1998; Murer et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Silhol et al., 2005) o no
cambio (Croll et al., 1998; Katoh-Semba et al., 1998; Webster et al., 2002; Bimonte et al., 2003)
de los niveles de BDNF en el cerebro en el envejecimiento.

Algunas de las alteraciones que ocurren en el envejecimiento como la disminucién de la
plasticidad neuronal (Burke y Barnes, 2006) y las alteraciones en LTP (Pang y Lu, 2004; Rex et
al., 2005) con la consecuente alteraciéon del aprendizaje espacial, pueden estar asociados con
una disminucién de BDNF o alteraciones en sus mecanismos de transduccién de sefiales
(Gooney et al., 2004). De hecho, la induccién de LTP en el giro dentado por BDNF esta
disminuida en el envejecimiento debido probablemente a alteraciones en la funcién del
receptor. Rex et al. (2006) observaron que los cambios en la plasticidad neuronal podian ser
revertidos por la induccién de BDNF end6geno mediante ampakina. Los cambios asociados al
envejecimiento en la plasticidad hipocampal y en la zona subventricular también se revierten
por manipulaciones ambientales (Mora et al., 2007) que aumentan la expresién del BDNF.

La administracion de BDNF normaliza el contenido de diversos péptidos en la corteza
cerebral y en el hipocampo de ratas viejas (Croll et al., 1999). EI BDNF también es necesario
para el mantenimiento de las inervaciones noradrenérgicas (Matsunaga et al., 2004) y
serotoninérgicas (Luellen et al., 2007) en el cerebro de la rata vieja.

En ancianos, varios estudios han descrito cambios en las moléculas implicadas en
plasticidad tanto a nivel central como periférico. Se ha observado que los niveles plasmaticos
del BDNF estan disminuidos significativamente en sujetos viejos (Lommatzsch et al., 2005)
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existiendo una correlacién negativa entre los niveles de BDNF circulante y la edad en ancianos
sanos (Ziegenhorn et al., 2007). También se ha relacionado la disminucién de la expresién del
ARNm de BDNF en el envejecimiento (Schaaf et al., 2001) con la pérdida de sinapsis en el giro
dentado (Geinisman et al., 1992) y con las alteraciones de la memoria espacial (Geinisman et
al., 1986). Por otro lado, dado que BDNF (Schuman, 1999) y el ARNm del receptor TrkB
(Tongiorgi et al., 1997) se localizan dentro de las espinas dendriticas, y éstas estan
significativamente reducidas en individuos viejos (Hof y Morrison, 2004), se ha sugerido que
existe una clara relaciéon entre la expresion del ARNm de BDNF y del receptor TrkB con las
alteraciones de las conexiones sinapticas en el envejecimiento.

7.2.4.- BDNF y mielinizacién

Numerosas evidencias sugieren la implicacion de BDNF en la mielinizacion del SNP y
del SNC.

Estudios in vitro han demostrado que las células del linaje oligodendroglial expresan los
receptores de BDNF, el P75"™® ademas del receptor completo y las isoformas truncadas del
receptor TrkB (Cohen et al., 1996; Du et al., 2003). BDNF tiene un efecto diferencial en la
supervivencia, proliferacién o maduracién de los oligodendrocitos dependiendo de la regién del
cerebro de la que procedan. Asi, mientras que BDNF estimula la supervivencia de los
oligodendrocitos del prosencéfalo basal (Van't Veer et al., 2009) no afecta a los
oligodendrocitos procedentes del nervio Optico (Barres et al., 1993) ni de la corteza cerebral
(Du et al.,, 2003). Se ha sugerido que BDNF participa en la diferenciacion de los
oligodendrocitos del prosencéfalo basal a través del receptor TrkB completo y de la via de la
MAPK estimulando la sintesis del ADN e incrementando la expresion de la MAG, MBP y PLP
por los oligodendrocitos (Du, Fischer, et al., 2006; Du, Lercher, et al., 2006; Van't Veer et al.,
2009).

Algunos estudios in vitro sugieren una doble accion de BDNF en la mielinizacion del
SNP. Asi, se ha demostrado que BDNF tiene una accién remielinizante a través del receptor
P75N™" y una accién inhibidora de la mielinizacién mediada por el receptor TrkB (Xiao et al,
2009).

Numerosos estudios avalan el papel de BDNF en el desarrollo de los oligodendrocitos in
vivo. En ratones BDNF -/-, cuya supervivencia postnatal es muy baja, algunos alcanzan 3
semanas, se ha observado una disminucion en el niumero de axones mielinizados en el nervio
Optico, de los niveles del ARNm de la PLP y de la MBP en la corteza cerebral e hipocampo
postnatal (Cellerino et al., 1997) y bajos niveles de la MBP en el hipocampo y en los nucleos
del rafe (Djalali et al., 2005). La inyeccion de BDNF i.c.v. en los dias P10 y P12 aumenta el
ARNm de la PLP en el hipocampo en el dia P14 (Cellerino et al., 1997). Los ratones BDNF*"
presentan un retraso en la mielinizacion de la médula espinal y del nervio 6ptico durante el
desarrollo (Xiao et al., 2010) y una disminucidén de los progenitores NG2 y de proteinas de la
mielina en el prosencéfalo basal a lo largo del desarrollo y en la edad adulta (Vondran et al.,
2010).

Chan et al. (2001) demostraron que la inyeccion a crias de rata de BDNF en la
proximidad del nervio cidtico durante su mielinizacién, no solo estimula la expresion de
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proteinas de mielina en el nervio cidtico sino que también aumenta el numero de axones
mielinizados y el grosor de la vaina de mielina. En ratones transgénicos con sobreexpresion del
gen de BDNF se acelera la formacion de mielina durante el desarrollo, y aunque no se altera el
numero de axones mielinizados, las vainas de mielina son mas gruesas, incrementandose el
diametro axonal (Tolwani et al., 2004).

En ratones con una delecién del receptor TrkB en el prosencéfalo, los niveles de MBP y
el numero de axones mielinizados en el cuerpo calloso y en el hipocampo estan reducidos
(Medina et al., 2004), sugiriendo que la sefalizacion del receptor TrkB esta implicada en el
desarrollo de los oligodendrocitos y en la mielinizacion.

Existen numerosas evidencias sobre el papel de BDNF en la regeneracion de los
nervios periféricos tras sufrir una lesion. Se ha observado un aumento post-lesion de la
expresion del ARNm de BDNF en el nervio ciatico que se mantiene durante varias semanas
(Meyer et al., 1992; Funakoshi et al., 1993; Zhang et al., 2000). Ademas, tras la lesién del
nervio ciatico se produce una expresién diferencial de BDNF en diferentes subpoblaciones de
neuronas sensoriales de la raiz de los ganglios dorsales de la médula espinal (Zhou, 1999) y
en las células de Schwann de los nervios lesionados se incrementa la produccion de BDNF
(Meyer et al., 1992; Funakoshi et al., 1993). La presencia de BDNF en el lugar de la lesién
podria favorecer la regeneracion del nervio a través de mecanismos paracrinos y autocrinos. La
inhibicion de BDNF enddgeno produce una dramética reduccion en el nimero y en la
elongacion de axones mielinizados (Zhang et al., 2000).

Se ha observado también un aumento de la expresion del receptor TrkB en neuronas
sensoriales y motoras después de la lesién del nervio (Foster et al., 1994; Piehl et al., 1994) y
su co-localizacion con BDNF en neuronas sensoriales lesionadas (Michael et al., 1999). Sin
embargo, es improbable que el BDNF actue a través de la via del receptor TrkB dado que las
células de Schwann Unicamente expresan formas truncadas del receptor TrkB y su expresion
disminuye tras la lesion nerviosa (Funakoshi et al., 1993). Lo mas probable es que el BDNF
actle directamente sobre las células de Schwann uniéndose al receptor P75""" que aumenta
después de la lesidon del nervio (Taniuchi et al., 1986, 1988; Gai et al., 1996).

7.2.5.- BDNF e inflamacion

Existen cada vez mas evidencias de que el sistema inmune contribuye al desarrollo y a
la plasticidad neuronal (Vitkovic et al., 2000; Boulanger, 2009; Carpentier y Palmer, 2009).
Aunque se ha demostrado que las citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNF-a liberadas por las
células gliales regulan el desarrollo y la plasticidad de los circuitos neuronales (Deverman y
Patterson, 2009), especialmente las vias nociceptivas (Schéfers y Sorkin, 2008; McMahon y
Malcangio, 2009; Ren y Torres, 2009), los mecanismos responsables de estos efectos no estén
esclarecidos. Dado que BDNF es un importante mediador de la plasticidad sinaptica (Huang y
Reichardt, 2001; Poo, 2001; Cohen y Greenberg, 2008) y de la sefalizacién nociceptiva (Pezet
et al., 2002; Malcangio y Lessmann, 2003; Merighi et al., 2008; Latremoliere y Woolf, 2009), se
ha postulado la existencia de una relacion bidireccional entre neuroinflamacién y BDNF.
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Estudios previos en roedores han demostrado que la inflamacién estimula la expresion
de BDNF en neuronas primarias sensoriales (Cho, Kim, Park, et al., 1997; Cho, Kim, Zhou, et
al., 1997; Kim et al., 2001; Obata et al., 2003; Qiao et al., 2008; Tarsa et al., 2010). BDNF y su
receptor TrkB también se expresan en macréfagos (Artico et al., 2008) y mediante mecanismos
autocrinos y paracrinos modulan la regeneracion y la angiogénesis tras una lesion nerviosa
(Kermani y Hempstead, 2007). Ademas, datos recientes sugieren que el pro-BDNF es un factor
supresor de la migracion e infiltracién de los macréfagos y puede jugar un papel protector tras
una lesién medular (Wong et al., 2010).

Sin embargo, la informacion sobre los efectos de las citoquinas en la expresion de
BDNF es escasa. En neuronas hipotalamicas in vitro, el TNF-a y la IL-18 aumentan la
expresion del ARNm de BDNF (Rage et al., 2006; Taishi et al., 2008). Balkowiec-Iskra et al.
(2011) han demostrado en neuronas del ganglio trigémino in vitro que el TNF-a induce la
expresion del ARNm de BDNF y de su proteina mediante la estimulacién de la fosforilacion de
CREB, factor esencial en la regulacién de la transcripciéon de BDNF (Shieh et al., 1998; Tao et
al., 1998; West et al., 2001). La infusién intratecal de IL-6 en los ganglios de la raiz dorsal
induce la expresién del ARNm de BDNF (Murphy et al., 2000).

A su vez, diversos estudios han puesto en evidencia el papel neuroprotector de BDNF
en los procesos neuroinflamatorios. BDNF promueve la proliferacién celular, estimula la
actividad fagocitica e inhibe la apoptosis microglial en el cerebro (Zhang et al., 2003). En un
modelo animal de esclerosis multiple el BDNF disminuye la expresion de TNF-a y estimula la
expresion de IL-10 (Makar et al., 2009). Se ha sugerido que BDNF afecta a la neuroinflamacion
in vivo: la suplementacion local de BDNF mediante un vector viral en el hipocampo lesionado
de ratas epilépticas atenta varios parametros de inflamacién, incluida la astrocitosis, la
microcitosis y la expresion de la IL-18, siendo el efecto mas prominente sobre la IL-1B, cuya
expresion es casi completamente inhibida (Bovolenta et al., 2010)

En ratas con infarto cerebral el BDNF de la lesion isquémica, estimula la presencia de
células microgliales reactivas y fagociticas durante las primeras horas de la lesion, disminuye el
contenido de TNF-a y la expresién del ARNm del TNF-a cerebral y aumenta el contenido y la
expresion local de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Jiang et al., 2010).

7.2.6.- BDNF e hipofisis

Ademéds de su expresion en el SNC el BDNF se expresa en la hipdfisis (Kononen et al.,
1994; Conner et al., 1996; Givalois et al., 2001; Tapia-Arancibia et al., 2004). Mediante
inmunohistoquimica Conner et al. (1996) demostraron una intensa expresion de la proteina de
BDNF en el I6bulo intermedio de la hipéfisis y una expresion dispersa en las células del I16bulo
anterior. Existe una expresioén relativamente alta del ARNm del receptor TrkB en estas mismas
areas hipofisarias (Kononen et al., 1994; Silhol et al., 2005). EI BDNF puede funcionar como un
mensajero intracelular participando en la regulacion de algunas funciones hipofisarias. De
hecho, algunos autores han demostrado en ratas que en el I6bulo anterior de la hipdfisis el
ARNm y la proteina de BDNF y el ARNm del receptor TrkB son rapidamente modificados por
estimulos fisiol6gicos (Smith et al., 1995; Givalois et al., 2001).
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La hipéfisis constituye la unién entre el SNC y la periferia dado que secreta hormonas a
la circulacion periférica en respuesta a senales procedentes del SNC. La hipdfisis juega un
papel fundamental en la respuesta endocrina que depende de la edad como los
dramaticoscambios que ocurren en la pubertad y en el envejecimiento (Bernardis y Dauvis,
1996; Lamberts et al., 1997). A pesar de que la funcién hipofisaria esta controlada
fundamentalmente por mediadores hipotalamicos, se ha sugerido que los cambios hipofisarios
que ocurren en el envejecimiento pueden estar relacionados con alteraciones en la expresion
local de factores reguladores intrinsecos (Schwartz, 2000) presentes en la hipéfisis como las
neurotrofinas y/o sus receptores.

La informacion disponible sobre el efecto del envejecimiento en la expresion del BDNF
en la hipofisis es contradictoria. En los estudios de Kononen et al. (1994; 1995) en ratas se
observd que mientras que los niveles del ARNm de BDNF no se modificaban con la edad, los
del ARNm del receptor TrkB disminuian. Rage et al. (2007) demostraron un aumento en los
niveles de expresion del ARNm de BDNF hipofisario. Este aumento de la expresion del ARNm
de BDNF no se traduce en un aumento de la expresion de la proteina, sugiriendo, por tanto,
alteraciones en la regulacion de la traduccion de proteinas en el envejecimiento. En el mismo
estudio, se observé una disminucién de la expresion del receptor TrkB.
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Objetivos

En el presente trabajo se ha planteado estudiar la relacion entre el declinar del eje
GH/IGF-1 y ciertas alteraciones cerebrales que tienen lugar durante el envejecimiento, y su
posible reversibilidad tras la activacion del eje GH/IGF-I mediante la administracion de GH o
GHRP-6. Para ello se han planteado los siguientes objetivos:

1.- Estudiar el sistema GH/IGF-I en el envejecimiento.

1.1.- Confirmar las alteraciones hipofisarias que ocurren en el sistema GH/IGF-I durante
el envejecimiento y su posible reversion tras el tratamiento con GH o GHRP-6.

1.2.- Estudiar las alteraciones del sistema GH/IGF-I en el cerebro durante el
envejecimiento y su posible reversion tras el tratamiento con GH o GHRP-6.

2.- Estudiar la influencia de GH sobre el proceso de mielinogénesis durante el
desarrollo embrionario y en el envejecimiento utilizando dos modelos experimentales, in
vitro e in vivo.

2.1.- En los estudios in vitro en cultivos de células cerebrocorticales se ha planteado:

e Estudiar la accién de GH sobre el desarrollo de las células oligodendrogliales.

e |dentificar las vias de sefalizacién intracelular activadas por GH en el cultivo y
determinar clales de estas vias estan implicadas en las acciones de GH sobre el
proceso de oligodendrogénesis.

2.2.- En los estudios in vivo en ratas viejas se ha planteado:

e Analizar las alteraciones en la mielinizacion del SNC en el envejecimiento e
investigar el efecto del tratamiento con GH.

e Determinar el papel del IGF-I en la mediacion de los efectos de GH sobre la
remielinizacién del cerebro de la rata vieja.

3.- Estudiar la influencia del GHRP-6 sobre el proceso de mielinogénesis durante
el desarrollo embrionario y en el envejecimiento, utilizando dos modelos experimentales
in vitro e in vivo.

3.1.- En los estudios in vitro en cultivos de células cerebrocorticales se ha planteado
estudiar la accion del GHRP-6 sobre la diferenciacién de las células oligodendrogliales.

3.2.- En los estudios in vivo en ratas viejas se ha planteado investigar el efecto del
tratamiento con GHRP-6 en el proceso de remielinizacioén en el envejecimiento y determinar el

papel del IGF-1 en los efectos del GHRP-6 sobre la remielinizacién.

4.- Estudiar las posibles alteraciones de la expresion de BDNF cerebral e
hipofisario en el envejecimiento e investigar su regulacién por GH o GHRP-6.
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5.- Analizar el patréon inflamatorio del cerebro y de la hipédfisis en el
envejecimiento y explorar el efecto del tratamiento con GH o GHRP-6.

6.- Analizar el efecto de GH y GHRP-6 sobre la alteracion de la memoria en el
envejecimiento.

7.- Investigar la interrelacion entre el sistema GH/IGF-I y VIP en el cerebro.
7.1.- Estudiar el efecto de GH en las alteraciones de VIP en el envejecimiento.

7.2.- Estudiar la influencia de VIP sobre el proceso de mielinogénesis durante el
desarrollo embrionario y el envejecimiento utilizando dos modelos experimentales in vitro e in
vivo.

e Enlos estudios in vitro en cultivos de células cerebrocorticales embrionarias se ha
planteado estudiar la accién de VIP sobre el desarrollo de las células
oligodendrogliales y las vias de senalizacién implicadas en el efecto de VIP.

e En los estudios in vivo en ratas viejas se ha planteado investigar el efecto del
tratamiento con VIP en el proceso de remielinizacién en el envejecimiento y
determinar el papel de BDNF e IGF-1 como posibles mediadores de los efectos de
VIP sobre la remielinizacién.

8.- Investigar el efecto de VIP en las alteraciones inflamatorias cerebrales en el
envejecimiento y analizar la posible participacion de BDNF e IGF-I en dicho efecto.
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1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION
1.1.- Estudios in vitro

Todos los estudios in vitro se han realizado en células cerebrocorticales de embriones
de rata Sprague-Dawley de 17 dias de edad embrionaria. Las madres procedian del criadero
del Hospital Ramoén y Cajal.

1.2.- Estudios in vivo

Para los estudios in vivo se han empleado ratas macho de la cepa Wistar adultas de 3
meses y viejas de 24, 28 y 29 meses de edad. Los animales fueron suministrados por
diferentes criaderos (Charles River Laboratorios Espafna, S.A., Santa Perpetua de Mogoda,
Espafa; Janvier Laboratories, Le Genet-St-Isle, Francia). En algunos experimentos las ratas
viejas se adquirieron a las 3 semanas de edad y se envejecieron en nuestro animalario. En
otras ocasiones se adquirieron ratas ya envejecidas que permanecieron en nuestro criadero
entre 7 y 10 dias antes de su utilizacion. Las ratas adultas se compraron en el momento de
realizar los experimentos y permanecieron en nuestro criadero entre 2 y 7 dias antes de iniciar
los experimentos. Hasta su utilizacién las ratas se mantuvieron en grupos de dos animales por
jaula (ratas viejas) o de 4-5 animales por jaula (ratas adultas) con agua y comida ad libitum y
bajo condiciones controladas de luz (ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad),
temperatura (2212 C°) y humedad (48+2%). EI mantenimiento y manipulacién de los animales
se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones para la proteccion de animales utilizados en
investigacion, descritas en el Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo y Orden 13 de Octubre de
1989.

2.- DISENOS EXPERIMENTALES

2.1.- ESTUDIOS IN VITRO: estudio del proceso de oligodendrogénesis in vitro

2.1.1.- Estudio del efecto de GH sobre la oligodendrogénesis in vitro

En los experimentos que se describen a continuacion se emple6 GH recombinante
humana (Genotorm®, Pharmacia, Sant Cugat del Vallés, Espafa). Antes de su uso la hormona
fue reconstituida segun las instrucciones del fabricante y conservada a 4°C durante un maximo
de 15 dias. Este estudio se llevd a cabo en células cerebrocorticales embrionarias, sembradas
en cubreobjetos, mediante el analisis de la expresién de las proteinas O4 y MBP por la técnica
de inmunocitoquimica. Transcurridas las primeras 6 horas de cultivo en medio completo, las
células se incubaron en medio definido con FGFb (25 ng/ml) (PeproTech, Londres, Reino
Unido) durante 7 y 8 dias para los experimentos de O4 y MBP respectivamente. Finalmente se
expusieron a GH (50 ng/ml) en medio definido sin FGFb durante 4 dias. Los controles
recibieron sb6lo el medio. Concluido este periodo las células se procesaron para la
determinacién de O4 y MBP por inmunocitoquimica.
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2.1.2.- Estudio de las vias de senalizacion implicadas en la induccion de O4 y
MBP por GH

Para la identificacién de las vias de sefalizacién que median o modulan el efecto de GH
sobre O4 y MBP se efectuaron dos tipos de experimentos:

1) Experimentos destinados al estudio del efecto de GH sobre la activacién de
quinasas y factores de transcripcion.

2) Experimentos destinados al estudio del efecto ejercido por el bloqueo de
distintas rutas de sefializacion sobre la induccién de O4 y MBP por GH.

2.1.2.1.- Experimentos destinados al estudio del efecto de GH sobre la activacion
de las vias MAPK y PI3K y el factor de transcripcion CREB

Este estudio se llevo a cabo en células cerebrocorticales sembradas en placas Petri de
35 mm de diametro (Sarstedt Int., Newton, NC, USA). Transcurridas las primeras 6 horas en
medio completo, las células se incubaron en medio definido con FGFb (25 ng/ml) durante 8
dias. Finalmente se expusieron a GH (50 ng/ml) en medio definido sin FGFb durante 5, 10, 30 y
60 minutos. Las células se procesaron para la determinacion de las formas fosforiladas de ERK
1/2, Akt y CREB por Western inmunoblot.

2.1.2.2.- Experimentos destinados al estudio del efecto ejercido por el bloqueo de
distintas rutas de senalizaciéon sobre la induccion de O4 y MBP por GH. Efecto de
los inhibidores LY294002 y PD098059

Este estudio se llevé a cabo en células sembradas en cubreobjetos mediante el analisis
de la expresién de las proteinas O4 y MBP por inmunocitoquimica. Se siguié el mismo
procedimiento de incubacién descrito en el apartado anterior. Antes de la adicion de GH las
células se preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores LY294002 (Alexis Corp., San
Diego, CA, USA) a una dosis de 2.5 uM o PD098059 (Alexis Corp.) a una dosis de 15 uM y se
mantuvieron en estas condiciones durante 4 dias. Los grupos controles recibieron Unicamente
los inhibidores correspondientes. Finalizado el experimento las células se procesaron para la
determinacion de O4 y MBP por inmunocitoquimica.

2.1.3.- Estudio del efecto de GHRP-6 sobre la induccion de MBP in vitro.

En los experimentos que se describen a continuacion se utilizé el péptido sintético
liberador de GH, GHRP-6 (Bachem AG, Bubendorf, Suiza). Antes de su uso, el GHRP-6 fue
reconstituido en agua destilada estéril y conservado a —20°C hasta su utilizacion. Este estudio
se llevo a cabo en las mismas condiciones experimentales que el estudio de GH. Las células
se incubaron con distintas dosis de GHRP-6 (10° M a 10° M) durante 4 dias. El analisis de la
expresion de MBP se realiz6 por inmunocitoquimica.
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Estudios in vitro |I: Efecto de GH en la oligodendrogénesi

1.

Efecto de GH sobre oligodendrogénesis in vitro
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Figura 1. Estudios in vitro I: estudio del efecto de GH en la oligodendrogénesis y en las vias de sefalizacion
implicadas en la induccion de O4 y MBP. En todos los experimentos se utilizaron cerebros de embriones de rata
de E17. Segun el experimento las células se trataron con GH (50 ng/ml) y/o con los inihibidores LY294002 y
PD098059. Posteriormente se analizé la induccién de O4 y MBP por inmunocitoquimica y la activacion de ERK, Akt
y CREB por Western inmunobilot.

Estudio in vitro ll: Efecto de GHRP-6 en la oligodendrogénesis

Medio definido

Medio completo

Inmunocitoquimica
04/ MBP

Figura 2. Estudio in vitro Il: estudio del efecto de GHRP-6 en la oligodendrogénesis. Tras el tratamiento con
GHRP-6 (10° M a 10°M) se analiz6 la expresion de O4 y MBP por inmunocitoquimica en células de cerebro de
embriones de rata de E17.
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2.1.4.- Estudio del efecto de VIP sobre la oligodendrogénesis in vitro

En los experimentos que se describen a continuacion se utilizdé VIP sintético (Neo MPS,
Polypeptide Laboratories, Estrasburgo, Francia). Antes de su uso VIP fue reconstituido en
agua, alicuotado y conservado a —20°C. Este estudio se llevd a cabo en células
cerebrocorticales de embriones de rata de E17 sembradas en cubreobjetos mediante el andlisis
de la expresion de las proteinas O4 y MBP por inmunocitoquimica. Después de 6 horas en
medio completo, las células se incubaron en medio definido con FGFb (25ng/ml) durante 4
dias. Finalmente se expusieron a diferentes concentraciones de VIP (107 M a 10™®* M) en medio
definido sin FGFb durante 7 u 8 dias para la determinacién de O4 y MBP respectivamente. Los
controles recibieron solo el medio. Concluido este periodo las células se procesaron para la
determinacion de O4 y MBP por inmunocitoquimica.

2.1.4.1.- Experimentos destinados al estudio del efecto ejercido por el bloqueo de
distintas rutas de senalizacion sobre la induccién de O4 y MBP. Efecto de los
inhibidores LY294002, PD098059 y H89

Para la identificacion de las vias de sefalizacién que median o modulan el efecto de VIP
sobre O4 y MBP se efectu6 un experimento donde se estudio el efecto ejercido por el bloqueo
de distintas rutas de sefalizacion sobre la induccién de O4 y MBP por VIP.

Este estudio se llevé a cabo en células sembradas en cubreobjetos mediante el anélisis
de la expresion de las proteinas O4 y MBP por inmunocitoquimica. Se siguié el mismo
procedimiento descrito en el apartado anterior. Antes de la adicién de VIP las células se
preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores: LY294002 (2,5 ,10 y 12 uM),
PD098959 (15 y 50 uM) y H89 (Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA) (1, 5 y 20 uM). Los
grupos controles recibieron solo los inhibidores.

2.1.4.2.- Experimentos destinados al estudio del efecto de VIP sobre la activacion
del factor de transcripcion CREB

Este estudio se llevd a cabo en células sembradas en placas de Petri (35 mm de
diametro). Transcurridas las primeras 6 horas en medio completo, las células se incubaron en
medio definido con FGFb (25 ng/ml) durante 4 dias. Finalmente se expusieron a VIP (10" M)
en medio definido sin FGFb durante los tiempos indicados (1, 5, 10, 30 y 60 min). Las células
se procesaron para la determinacion de la forma fosforilada de CREB por Western inmunoblot.
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Estudios in vitro lll: Efecto de VIP en la oligodendrogénesis

1. Efecto de VIP sobre la oligodendrogénesis in vitro
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Figura 3. Estudios in vitro lll: estudio del efecto de VIP en la oligodendrogénesis y de las vias de
senalizacion implicadas en la induccion de O4 y MBP por VIP. En todos los experimentos se utilizaron cerebros
de embriones de rata de E17. Segun el experimento las células en cultivo se trataron con VIP (10" M) y/o los
inihibidores LY294002, PD098059 y H89. Posteriormente se analizé la induccién de O4 y MBP por
inmunocitoquimica y la activacion del factor de transcripcion CREB por Western inmunaoblot.

2.2.- ESTUDIOS IN VIVO

Para los estudios in vivo se utilizaron ratas de diferentes edades: adultas
jovenes de 3 meses y viejas de 24, 28 o 29 meses. En este estudio se llevaron a cabo
los siguientes experimentos:

2.2.1.- Estudio del efecto del tratamiento intracerebroventricular con GH en la
expresion de MBP y VIP en el cerebro de rata vieja

Este experimento fue disefiado para analizar en el cerebro de ratas viejas la expresién
de MBP y de VIP y el efecto del tratamiento con GH en estos pardmetros. 7 ratas de 28 meses
de edad recibieron una administracidon crénica intracerebroventricular (i.c.v.) de GH
(0.5 pg/hora) en el ventriculo lateral derecho durante 7 dias. Un numero idéntico de animales
controles adultos y viejos recibié un volumen igual de vehiculo. Finalizado el tratamiento, las
ratas se sacrificaron por perfusién por via transcardial. Se extrajeron los cerebros para el
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andlisis de la expresion de MBP y de VIP por inmunohistoquimica, como se detalla en la
Figura 4.

Rata Wistar Macho:
3y 28 meses

/ ™
CONTROL ADULTO CONTROL VIEJO TRATADA VIEJA
Suero salinoi.cv. | Suerosalinoi.cv. — GH i.c.v.
7 dias 7 dias 7 dias
Y
% o % - :Q,
Aparato de estereotaxia Bomba osmaética Alzet Estereotaxia Bomba implantada

VIP

Comisura Hipocampo Cuerpo Hendidura interhemisférica
anterior calloso

Figura 4: Diseno experimental para el estudio del efecto del tratamiento crénico con GH i.c.v. sobre la
expresion de MBP y VIP en cerebro. Transcurrido el tiempo de tratamiento se extrajeron y procesaron los cerebros
para analizar la expresion de MBP y VIP mediante inmunohistoquimica.

2.2.2- Estudio del efecto del tratamiento con GH subcutanea en el cerebro de rata
vieja

Este experimento se disefid para analizar el efecto del tratamiento con GH subcutanea
en el cerebro de ratas viejas. 7 ratas viejas de 29 meses se trataron con GH subcutéanea (s.c.)
(150 pg) a las 9.00h y 21.00 h, durante 7 dias consecutivos. Los grupos controles de igual
namero de ratas adultas y de ratas viejas recibieron un volumen igual de suero salino.
Transcurrido el tiempo de tratamiento, las ratas se sacrificaron por decapitacion. Se extrajo la
hipdfisis, la corteza cerebral anterior y el hipocampo, para el andlisis de MBP y CREB por
Western inmunoblot. Los ARNms de los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS,
BDNF, CXCL12 y citoquinas se midieron por RT-PCR a tiempo real. En suero se detectd el
IGF-1 mediante RIA como se detalla en la Figura 5.
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Rata Wistar Macho:
3y 29 meses
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Figura 5: Disefio experimental para el estudio del efecto del tratamiento subcutaneo con GH en el cerebro de
rata vieja. Transcurrido el tiempo de tratamiento se procesaron los tejidos para analizar la expresion de MBP vy
CREB mediante Western inmunoblot y de los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS, BDNF,
CXCL12 y citoquinas por RT-PCR a tiempo real. Se valor6 el contenido de IGF-I en suero mediante RIA.

2.2.3.- Estudio in vivo del papel del IGF-l en la reversibilidad de Ila

hipomienilizacion por GH del cerebro de rata vieja

Para estudiar el papel del IGF-I en la remielinizacion inducida por GH en el cerebro de
la rata vieja utilizamos el inhibidor del receptor del IGF-I, JB-1(Bachem). Se traté un grupo de
6 ratas viejas de 24 meses con JB-1 s.c. De este grupo, 3 ratas se trataron con una dosis de
10 yg de JB-1 y otras 3 con 30 ug de JB-1. JB-1 se inyect6 30 minutos antes que GH (150 pg)
subcutanea. Como grupos controles utilizamos ratas viejas a las que unicamente se les inyecto
GH y ratas viejas y jovenes a las que se les inyect6 suero salino. El tratamiento se realizé dos
veces al dia, inyectandoles a las 9.00 h y 21.00 h durante 7 dias. Transcurrido el tiempo de
tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por perfusion por via transcardial. Se extrajeron los
cerebros y se procesaron para el analisis de la expresion de MBP por inmunohistoquimica
como se detalla en la Figura 6.
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Figura 6: Diseno experimental para el estudio del papel del IGF-1 en el efecto de GH sobre la remielinizacion
del cerebro de rata vieja. Se trataron dos grupos de ratas viejas con GH 30 minutos después de la administracién
de JB-1 (10pg y 30ug). Como grupos controles se utilizé un grupo de ratas viejas tratadas con GH y ratas viejas y
adultas tratadas con suero salino. Se analizé la expresion de MBP por inmunohistoquimica en diferentes areas
cerebrales.

2.2.4.- Estudio del efecto del tratamiento subcutaneo con GHRP-6 en el cerebro
de rata vieja

2.2.4.1.- Efecto de GHRP-6 en la expresion de MBP en el cerebro de rata vieja
analizada por inmunohistoquimica

En este experimento nos propusimos analizar la expresion de MBP y el efecto del
tratamiento con GHRP-6 en este parametro en el cerebro de ratas viejas. 7 ratas viejas de
24 meses se trataron subcutaneamente con GHRP-6 (20 ug/kg de peso) a las 9.00 hy 16.00 h,
durante 15 dias consecutivos. Los grupos controles de 7 ratas adultas y 7 ratas viejas
recibieron un volumen igual de suero salino. Después del tratamiento, las ratas de cada grupo
fueron sacrificadas por perfusion por via transcardial. Se extrajeron los cerebros para el andlisis
de la expresion de MBP mediante inmunohistoquimica como se detalla en la Figura 7.
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Rata Wistar Macho:
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Figura 7: Disefo experimental para el estudio del efecto del tratamiento subcutaneo con GHRP-6 sobre la
expresion de MBP en el cerebro. Transcurrido el tiempo de tratamiento se extrajeron y procesaron los cerebros
para analizar la expresion de MBP mediante inmunohistoquimica.

2.2.4.2.- Efecto del tratamiento con GHRP-6 subcutaneo: estudios por Western
inmunoblot y por RT-PCR a tiempo real en el cerebro de rata vieja

Este experimento se disefid para confirmar el efecto del tratamiento con GHRP-6 en la
reversibilidad de la hipomielinizacion del cerebro de ratas viejas mediante el andlisis de la
expresion de MBP por Western inmunoblot. Ademas, se analizé la expresion basal y el efecto
del tratamiento con GHRP-6 sobre los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS,
BDNF, CXCL12, citoquinas y la activacion de CREB en hipdfisis, corteza cerebral anterior e
hipocampo. 8 ratas viejas de 29 meses se trataron subcutaneamente con GHRP-6 (20 pg/kg de
peso) a las 9.00 h y 16.00 h, durante 15 dias consecutivos. Los grupos controles de igual
nuamero de ratas adultas y de ratas viejas recibieron un volumen similar de suero salino.
Después del tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Se extrajeron la
hipdfisis, la corteza cerebral anterior y el hipocampo para el andlisis de proteinas por Western
inmunoblot y del ARNm por RT-PCR a tiempo real como se detalla en la Figura 8.
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Rata Wistar Macho:
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Figura 8: Disefo experimental para el estudio del efecto del tratamiento subcutaneo con GHRP-6 en el
cerebro de rata vieja. Después del tratamiento se procesaron los tejidos para analizar la expresion de MBP y CREB
mediante Western inmunoblot y de los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS, BDNF, CXCL12 y
citoquinas por RT-PCR a tiempo real. Se valoré el contenido del IGF-I en suero mediante RIA

2.2.5.- Estudio in vivo del papel del IGF-l en la reversibilidad de Ila
hipomielinizacion del cerebro de rata vieja por GHRP-6

Al igual que hicimos con GH, estudiamos el papel del IGF-I en la remielinizacion
inducida por GHRP-6 en el cerebro de las ratas viejas. Se traté a un grupo de 6 ratas viejas de
29 meses de edad con JB-1 subcutaneo. 3 ratas se trataron con una dosis de 10 ug y otras
3 con 30 pg de JB-1 dos veces al dia durante 15 dias. El JB-1 se inyecté 30 minutos antes que
GHRP-6 (20ug/Kg). Como grupos controles utilizamos ratas viejas a las que Unicamente se les
inyect6 GHRP6 y ratas viejas y adultas a las que se les inyect6 el mismo volumen de suero
salino. Transcurrido el tiempo de tratamiento, las ratas de cada grupo fueron sacrificadas por
perfusion por via transcardial. Se extrajeron los cerebros y se procesaron para el andlisis de la
expresion de MBP por inmunohistoquimica en el cerebro como se detalla en la Figura 9.
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Figura 9: Disefio experimental para el estudio del papel del IGF-l en el efecto de GHRP-6 sobre la
remielinizacion del cerebro de rata vieja. Se trataron dos grupos de ratas viejas con GHRP-6 30 minutos después
de la administracion de JB-1 (10ug y 30ug). Como grupos controles se utilizaron un grupo de ratas viejas tratadas
con GHRP-6 y ratas viejas y adultas tratadas con suero salino. Se analiz6 la expresién de MBP en diferentes areas
cerebrales por inmunohistoquimica.
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2.2.6.- Estudio del efecto de VIP en el cerebro de rata vieja y los mecanismos
implicados

2.2.6.1.- Efecto del tratamiento subcutaneo con VIP en el cerebro de rata vieja

Este experimento fue disefiado para estudiar el efecto de VIP sobre el cerebro de ratas
viejas. Ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con VIP (3 nmol) a las 9.00 h por via
subcutanea en dias alternos durante 15 dias. Las ratas adultas y viejas controles recibieron un
volumen igual de suero salino. Transcurrido el tiempo de tratamiento, las ratas se sacrificaron
por decapitacién. Se extrajeron la corteza cerebral anterior y el hipocampo para el andlisis de
MBP y CREB por Western inmunoblot y los ARNms de los componentes del sistema GH/IGF-,
BDNF, CXCL12 y citoquinas se midieron por RT-PCR a tiempo real como se detalla en la
Figura 10.

2.2.6.2.- Estudio in vivo del papel de BDNF como mediador de los efectos de VIP
sobre el cerebro de rata vieja

Con el fin de estudiar el papel de BDNF en la remielinizacién inducida por VIP en el
cerebro de rata vieja, previamente a la administracion de VIP, bloqueamos la accion de BDNF
con inhibidores especificos de sus receptores: Kosoq Yy PEP5S. 6 ratas viejas se trataron por via
subcutanea con el inhibidor Kasz, (Biomol, Exeter, Reino Unido): 3 ratas con una dosis 10* M y
otras 3 ratas con una dosis de 10° M. Otro grupo de 6 ratas se tratd con el inhibidor PEP5
(Calbiochem, Merck, USA): 3 ratas con una dosis de 500 ng y otras 3 ratas con una dosis de
100 ng. 30 minutos después se les inyecté subcutaneamente VIP (3 nmol). Los inhibidores de
Kas2a Y PEPS se reconstituyeron en PBS/10% DMSO. Como grupos controles se utilizaron ratas
viejas tratadas exclusivamente con VIP y ratas viejas y adultas tratadas con el mismo volumen
de suero salino. El tratamiento se realiz6 a las 9.00 h en dias alternos durante 15 dias. Una vez
finalizado el periodo de tratamiento, se sacrificaron las ratas por decapitacion. Se extrajeron la
corteza cerebral anterior y el hipocampo para su posterior analisis, como se muestra en la
Figura 10.

2.2.6.3.- Estudio in vivo del papel de IGF-l como mediador de los efectos de VIP
sobre el cerebro de rata vieja

Al igual que hicimos con GH y con GHRP-6, estudiamos el papel de IGF-I en los efectos
observados en el cerebro de rata vieja tras el tratamiento con VIP. Utilizando el mismo patrén
de administracion que en experimentos previos, tratamos un grupo de 4 ratas viejas de 24
meses de edad con 15 ug del inhibidor del receptor de IGF-1, JB-1, por via subcutanea, 30
minutos antes de tratarlas con VIP (3 nmol) a las 9.00 h en dias alternos durante 15 dias.
Como grupos controles utilizamos ratas viejas tratadas con VIP y ratas viejas y adultas a las
que se les inyecto suero salino. Una vez finalizado el periodo de tratamiento, se sacrificaron las
ratas por decapitacion. Se extrajeron la corteza cerebral anterior y el hipocampo para su
posterior analisis, como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10: Disefio experimental para el estudio del efecto de VIP sobre el cerebro de rata vieja y los
mecanismos implicados. Se trataron ratas de 24 meses con VIP s.c. en dias alternos durante 15 dias. Se estudio
el papel de BDNF en los efectos de VIP bloqueando la accién de BDNF con los inhibidores especificos de sus
receptores: Kasoa y PEP5 30 minutos antes del tratamiento con VIP. Para estudiar el papel del IGF-I en los efectos de
VIP se bloquearon los receptores de IGF-I mediante la inyeccion de JB-1 30 minutos antes de la administracion de
VIP. Como ratas controles se utilizaron ratas adultas y viejas a las que se les inyect6 suero salino.

2.2.7.- Efecto del tratamiento con GH y/o GHRP-6 en la capacidad cognitiva de
ratas viejas: estudios comportamentales

Se realizdé este estudio con el fin de analizar si el tratamiento con GH o GHRP-6
modifican la “alternancia espontanea” en las ratas viejas.

El test de alternancia en laberinto Y es un test de comportamiento para evaluar la
capacidad cognitiva de los roedores midiendo su habilidad para explorar nuevos ambientes.
Cuando un roedor explora un brazo del laberinto, la siguiente vez opta por explorar un nuevo
brazo distinto al que ha visitado previamente, lo que refleja el estado de memoria del animal al
recordar el primer brazo al que entrd. Esto se llama “alternancia espontdnea” .Diversas areas
cerebrales como el hipocampo, septum, prosencéfalo, y corteza prefrontal estan implicados en
esta habilidad.

Se utilizé un laberinto de plastico opaco en forma de Y con tres brazos formando un
angulo de 120° con cada uno de ellos, construido en nuestro laboratorio. El test se realiz6 antes
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y después del tratamiento con GH o con GHRP-6, para ello se emplearon ratas adultas y ratas
viejas de 29 meses de edad.

Para la realizacion del test, el animal se introduce en el laberinto por uno de los brazos,
y se le permite moverse libremente para explorar los tres brazos durante 5 minutos. A lo largo
del test, el animal deberia mostrar una tendencia a entrar cada vez en un brazo no explorado
con anterioridad. Para valorar el test se cuantifica el nUmero de veces que el animal entra en
un brazo, asi como el numero de veces que alterna de brazo para calcular posteriormente el
porcentaje de alternancia. Se considera que el animal ha entrado en un brazo cuando estan
dentro del mismo las cuatro patas.

Test antes del tratamiento

\ 4

Tratamiento
(GH s.c. 7 dias / GHRP-6 s.c. 15 dias

\ 4

Test después del tratamiento

\ 4

Sacrificio

Laberintoen Y

Figura 11: Disefio experimental para evaluar el efecto del tratamiento con GH y/o GHRP-6 en la capacidad
cognitiva de ratas viejas. El test se realiz6 antes y después de la administracién de GH o GHRP-6. Las ratas
fueron sacrificadas posteriormente y se emplearon para la valoracion de los parametros moleculares descritos
anteriormente.
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3.- METODOS
3.1.- CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE CEREBRO DE FETO DE RATA

3.1.1.- Material biolégico

Para el cultivo de células de cerebro de feto de rata se utilizaron ratas Wistar hembras
adultas. En el dia 17 de prefiez (E17), tras anestesia de las madres con Fluothane (halotano)
(AstraZeneca Farmaceutica, S.A. Espana), se extrajeron los embriones por procedimientos
quirurgicos asépticos, colocandolos en placas Petri con solucién salina de Hank’s (Bio
Whittaker, Walkersville, MD, USA). Después de ser extraidos los sacos embrionarios, los fetos
se decapitaron y tras la apertura craneal mediante seccién de la calota, se realizé la diseccion
del encéfalo con la ayuda de una lupa binocular. Se conservaron ambos hemisferios cerebrales
desechando el cerebelo y la regiéon hipotalamica. Tras ser liberados de las meninges se
depositaron en un tubo estéril con solucion salina de Hank’s (Bio Whittaker).

3.1.2.-Técnica del cultivo

Una vez realizada la extraccion de los hemisferios cerebrales, el material obtenido se
trasladé a una campana de flujo laminar. Tras lavar los tejidos con solucién salina de Hank’s,
se resuspendieron en medio DMEM (Gibco, Invitrogen Corp., Paisley, Escocia, Reino Unido)
suplementado con sueros y se dispersaron pasandolos 3-5 veces a través de una pipeta de
10 ml y a continuacion se sometieron a otros 3-5 pases suaves a través de agujas de calibre
sucesivamente menor (20, 21 y 22 gauges) con el fin de disgregar individualmente las células.
Concluido este proceso de dispersion se centrifugd la suspension celular durante 5 minutos a
750 r.p.m. Concluida la dispersion, y con el fin de poder emplear la misma densidad celular en
todos los experimentos, se efectu6 contaje celular en camara de Neubauer, se ajusté el
volumen de la suspension para obtener la densidad deseada y finalmente se procedié a la
siembra celular en las siguientes condiciones:

-Para los estudios bioquimicos la siembra se efectu6 en placas Petri de 35 mm de
diametro. El volumen de la suspension celular se ajustd para obtener una densidad de
2,7x10° células (totales)/ml y cada placa recibi6 1,5 ml de dicha suspensién, lo que corresponde
a una densidad celular de aproximadamente 4,5x10° células/cm® o0 4x10° células/placa.

-Para los estudios morfologicos la siembra celular se efectud en cubreobjetos circulares
de 12 mm de diametro alojados en placas multipocillo (24 pocillos) (Corning Glass Work,
Corning, NY, USA). El volumen de suspension celular se ajusté para obtener una densidad de
3x10° células (totales)/ml depositandose 100 pl de la misma en cada cubreobjetos, lo que
equivale a una densidad de 2,65x10° células/cm® o 3x10° células/pocillo. Transcurridos
30-60 minutos se anadieron 0,4 ml de medio de cultivo a cada pocillo alcanzandose un
volumen final de 0,5 ml/pocillo. Previamente a la siembra celular, tanto placas como pocillos
fueron tratados con poli-D-lisina (Sigma, Inc. St Louis, MO, USA) a una concentracién de 15
mg/ml durante un minimo de 3 horas. Posteriormente se lavaron con agua destilada
autoclavada y se dejaron secar en condiciones estériles hasta su utilizacién.
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3.1.3.- Medios de cultivo

Medio completo

Fue el medio empleado en todos los experimentos para la realizacion del cultivo y la
incubacién durante las primeras 6 horas. Su composicion fue la siguiente: Dulbeco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) con 4,5 g/l de glucosa (Bio Whittaker), suplementado con 15% de suero
fetal bovino (SFB) (Bio Whittaker), L-glutamina 4 mM (Bio Whittaker), penicilina 200 U/ ml
(Gibco), estreptomicina 200 U pg/ml (Gibco) y anfotericina B 0,5 pg/ml (Gibco).

Medio definido

Se empled para la realizacion de todos los procedimientos experimentales salvo cuando
se especifique lo contrario. Consistio en partes iguales de DMEM (4,5 g/l de glucosa) y Nutrient
Mixture Ham’s F12 (Gibco) suplementado con L-glutamina 4mM, HEPES 0.35 %(Sigma),
bicarbonato sédico 0.1 % (Merck, Darmstadt, Alemania), transferrina 50 pg/ml (Sigma),
putrescina 10 uyM (Sigma), corticosterona 100 nM (Sigma), selenito sodico 30 nM (Sigma),
triyodotironina 15 nM (Sigma), penicilina 200 U/ml , estreptomicina 200 pg /ml, y anfotericina B
0,5 pg/ml.

Los medios de cultivo se prepararon frescos para cada experimento o cada 2 semanas
y se filtraron en condiciones estériles en unidades de filtraciéon (0.22 ym, Millex®-GS, Millipore
Ibérica, Madrid, Espafna) antes de su uso.

3.1.4.- Protocolo de incubacion.

Seis horas después de la siembra celular, el medio completo se reemplazé por medio
definido conteniendo FGFb (25ng/ml) (PeproTech) y las células de incubaron durante
7 u 8 dias en los experimentos de GH y GHRP-6 o 4 dias en los de VIP. A continuacién se
expusieron a distintos agentes siguiendo los protocolos experimentales establecidos en cada
experimento. Todas las incubaciones se llevaron a cabo en una atmésfera de 95% de aire y
5% de CO, saturada de humedad y a 37 °C.

Al final de cada experimento, las células se procesaron de diferentes formas,
dependiendo de los parametros a analizar y de acuerdo a las técnicas que se detallan mas
adelante.

3.2.- INMUNOCITOQUIMICA
3.2.1.- Fijacion y preparacion de los cultivos celulares

Los estudios inmunocitoquimicos se efectuaron sobre cubreobjetos alojados en placas
multipocillo de 24 pocillos (Corning Glass Work).Transcurrido el tiempo de incubacién
establecido en cada caso, se retird el medio de cultivo y las células se fijaron mediante
inmersion en una solucion de paraformaldehido (Merck) al 4% en PBS 0,1M pH 7,4 (Bio-Rad
Laboratorios, Inc. Hercules, CA, USA) durante 15 minutos a 4°C. Tras eliminar los restos de
fijador mediante lavados con PBS 0,1M (3x5 minutos), las células se incubaron en una solucion
H.O, (Merck, Hohenbrunn, Alemania) al 0,3 % (v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente
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con el fin de bloquear la actividad peroxidasa enddgena. A continuacion, en los casos de
localizacién intracelular del antigeno en estudio (MBP), las células se permeabilizaron mediante
incubacién durante 20 minutos a -20° C en una solucion de etanol/acético en una proporcion
95:5. Después de nuevos lavados en PBS, y para evitar la unién inespecifica de los
anticuerpos, las células permanecieron durante 20 minutos en una solucién de bloqueo
conteniendo 5% de suero normal de cabra (SNCa) (DAKO, Barcelona, Espana), glicina 0,02M
(USB, Cleveland, Ohio, USA) y BSA 0,1 % en PBS 0,1M,y finalmente se sometieron a analisis
inmunocitoquimico.

3.2.2.- Inmunocitoquimica

Transcurrido el periodo de bloqueo, las células se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente durante 16-20 horas a 4°C. Para la identificacion de preOD se emple6 un
anticuerpo monoclonal frente al antigeno de membrana O4 (cedido amablemente por el
Dr. Paino, Unidad de Investigacion, Hospital Ramén y Cajal, Madrid, Espana) a una dilucion
1:10, y para la identificacion de OD maduros se utilizé6 un anticuerpo monoclonal frente a MBP
(Oncogene Research Products, Boston, MA, USA) a una diluciéon 1:300.Todas las diluciones de
los anticuerpos primarios y secundarios se efectuaron en PBS 0,1M conteniendo 1% de SNCa.
A continuacién las células se lavaron con PBS 0,1M/glicina 0,02 M/BSA 0,1% (3x5 minutos) y
se incubaron con un anticuerpo secundario frente a IgG de raton (obtenido en cabra) (Dako)
conjugado con biotina a una dilucion de 1:200 y 1:400 para O4 y MBP respectivamente,
durante una hora a temperatura ambiente. Después de nuevos lavados con PBS (3x5 minutos)
se procedid a la incubacion en el complejo ABC (Vectastain® Elite ABC Kit, Vector
Laboratorios. Inc., Burlingame, CA, USA) diluido en PBS segun las instrucciones del fabricante,
durante una hora a temperatura ambiente.

El revelado de la reaccién se llev6 a cabo mediante hidrélisis de diamionobenzidina
(DAB) (Sigma), para lo cual las células se incubaron durante 5-10 minutos en una solucién de
tetrahidrocloruro de 3,3” diaminobenzidina al 0.03 % y H,O, al 0.01% (v/v) en PBS 0.1 M. Tras
varios lavados con agua destilada, las células se contratifieron con hematoxilina de Harris
(Merck), se deshidrataron mediante sucesivas inmersiones en soluciones de etanol a
concentraciones crecientes (70, 90, 100%), se aclararon con xilol y finalmente se montaron con
DPX (Sigma) sobre portaobjetos y se analizaron al microscopio éptico (Nikon Eclipse E400,
Tokio, Japén).

3.3.- INMUNOHISTOQUIMICA
3.3.1.- Fijacion y preparacion de los tejidos.

Los animales fueron anestesiados mediante inhalacion de halotano. Posteriormente se
procedié a la apertura de la cavidad toracica y exposicion del corazén y grandes vasos. A
través del ventriculo izquierdo se insertdé una céanula en la aorta ascendente, secciondndose a
continuacion la auricula derecha para crear la salida del circuito de perfusién. A través de la
canula aértica se infundieron en primer lugar aproximadamente 250 ml de heparina sédica al
0,0125 % en suero salino fisiologico, seguidos de 800-1000 ml de la solucién fijadora
consistente en paraformaldehido al 4 % en PB 0,1M, pH 7,4 (NaH,PO, 39mM, Na,HPO,
61 mM). Terminada la perfusién y tras la apertura del craneo se extrajo el cerebro y se postfijd
por inmersién en la misma solucion fijadora durante 16-18 h a 4°C. A continuacion se procedid
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a la crioproteccién de los tejidos mediante su inclusiéon en una solucién de sacarosa (Merck) al
30% en PBS 0,1M a 4°C por un periodo de 24-48 horas (hasta la sedimentacién del tejido en el
fondo del recipiente) y finalmente a su congelacién bajo una capa gruesa de hielo seco
pulverizado. Mediante el uso de un criostato (Cryocut 1800, Leica, Bensheim, Alemania) se
obtuvieron secciones histolégicas de 25 ym de espesor que se conservaron a —80 °C en
solucion crioprotectora (glicerol 30 %, etilenglicol 30 % en PB 0,1 M) hasta su utilizacién.

3.3.2.- Inmunohistoquimica

Todos los procedimientos referidos a continuacién se realizaron en flotacién, con
agitacion suave y a temperatura ambiente salvo que se especifique lo contrario. Antes de ser
procesados, los tejidos fueron mantenidos a temperatura ambiente durante unos minutos y
sometidos a lavado intensivo en PBS 0,1M pH 7,4 con el fin de eliminar todo resto de solucion
crioprotectora. Posteriormente los cortes se sometieron a un bafo de citrato sédico durante
3 minutos a 90 °C, tras dejar enfriar los cortes 15 minutos se lavaron en PBS. A continuacién se
procedio6 al bloqueo de la actividad peroxidasa mediante incubacion durante 15 minutos en una
solucion de H,O; al 0,3 % (v/v) en PBS 0.1M. Después de nuevos lavados con PBS y con el fin
de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, los tejidos permanecieron en una solucion
de bloqueo (PBS 0,1M, SNCa 5%, Tritén X-100 0,2%) durante una hora y seguidamente se
incubaron con el anticuerpo anti MBP (Oncogene) correspondiente en una solucion de PBS
0,1M, SNCa 1% vy Tritén X-100 0,2% durante 16-20 horas. Finalizado este periodo las
secciones fueron lavadas con PBS e incubadas durante una hora con un anticuerpo secundario
adecuado conjugado con biotina (Dako) y diluido en la misma solucién empleada para la
dilucién del anticuerpo primario. A continuacion se lavaron otra vez con PBS y se incubaron en
el complejo ABC durante una hora mas. Finalmente, tras nuevos lavados, se llevé a cabo el
revelado de la reaccion antigeno-anticuerpo mediante inmersion durante 3 minutos en la
solucién de revelado Liquid DAB+Substrate Chromogen System, (Dako). La reaccion antigeno
anticuerpo se par6é mediante lavados con PBS, tras los cuales las secciones fueron montadas
sobre portaobjetos SuperFrost®Plus (Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemania), deshidratadas
mediante inmersién durante 30-60 segundos en soluciones de etanol de concentraciones
crecientes (70, 90, 100%) y aclaradas con xilol. Por ultimo, se dejaron secar durante una
noche, se cubrieron con cubreobjetos montados con DPX y se analizaron mediante
microscopia éptica.

Para la cuantificacion de la inmunotincion se fotografiaron las zonas de interés con una
camara fotografica Nikon FDX-35 y las imagenes obtenidas se procesaron mediante un
digitalizador de iméagenes Nikon Coolscan Ill. La intensidad de la sefal se cuantific6 mediante
la aplicacion informatica NIH Image 1.62.

3.4.- ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN INMUNOBLOT

Mediante esta técnica se analiz6 la expresién de MBP y CREB en extractos de
proteinas de hipocampo y corteza cerebral anterior. Para la deteccion de MBP se empled un
anticuerpo monoclonal especifico suministrado por Oncogene. Ademas, se analiz6 en extractos
de células cerebrocorticales la activacién de cuatro proteinas: las quinasas ERK1, ERK2, y Akt
y el factor de transcripcion CREB.
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3.4.1.- Obtencidn de extractos de células procedentes de cultivo

Estos estudios se llevaron a cabo en cultivos de células cerebrocorticales en placas
Petri de 35 mm de diametro. Tras los diferentes tratamientos las células se lavaron con PBS y
se recogieron en solucion de lisis (HEPES 50 mM, pirofosfato sédico 10 mM (Sigma),
FNa 100 mM (Sigma), EDTA 2 mM (Sigma), VO,Na; 2 mM (Sigma), triton 1% (Bio-Rad),
glicerol 10% (Merck), PMSF 2m M (Sigma), aprotinina 10 pg/ml (Sigma), leupeptina 10 pg/ml
(Sigma) y se incubaron durante 15 minutos en hielo, la lisis se completé mediante una breve
sonicacién de 20 segundos. A continuacion, los extractos celulares se centrifugaron a 14.000
r.p.m. durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante se guard6 a —20°C hasta su utilizacion.

3.4.2.- Obtencidn de los extractos de tejidos

Una vez las ratas fueron decapitadas se procedi6 a la apertura del craneo y extraccion
del cerebro. La diseccién del cerebro se realizé en frio en una placa de Petri con suero salino.
Se obtuvieron ambos hipocampos, corteza cerebral anterior de cada hemisferio e hipdfisis, que
fueron depositados en tubos eppendorff y sumergidos inmediatamente en nitrégeno liquido.
Las muestras de tejido se almacenaron a -80° C hasta su procesamiento.

Para la extraccion de proteinas se homogenizaron los tejidos con un homogenizador
eléctrico (Polytron®, Kinematica AG, Littau-Luzern, Suiza) en frio con buffer de lisis
(HEPES 50 mM, pirofosfato s6dico 10mM, fluoruro sédico 100mM, EDTA 2 mM, ortovanadato
sodico 2 mM, Tritdbn X-100 1%, glicerol 10%, PMSF 2mM, aprotinina 10mg/ml y leupeptina
10mg/ml) en una proporcién peso volumen 1:8. Se incubd los homogeneizados en hielo
durante 30 minutos, se centrifugo en frio a 14.000 r.p.m. durante 30 minutos y los
sobrenadantes se alicuotaron y almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

3.4.3.- Cuantificacion de proteinas

Con el fin de analizar cantidades iguales de proteina de cada muestra se determiné la
concentracion de proteinas totales en el sobrenadante mediante el kit comercial de BCA (BCA
TM Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). La posterior cuantificacién se llevd
a cabo mediante Nanodrop (Uv-Vis NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific). En los extractos de
células procedentes de cultivo se determiné la concentracion total de proteinas mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976), empleando albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) para
construir la curva patron. La absorbancia de las muestras se medié a 595 nm en un
espectrofotémetro GenesisTM (SpectronicTM Instruments, Inc., Rochester, NY, USA).

3.4.4.- Electroforesis y transferencia de las proteinas

La preparacion de los extractos de proteinas (10-40ug/muestra) para la electroforesis se
llevdé a acabd igualando el volumen de todas las muestras con buffer de lisis y afiadiendo
posteriormente tampén de carga 3x (Tris-CIH 0,186M pH 6,8, SDS 9%, glicerol 15%,
2-mercaptoetanol 6%, azul de bromofenol 250 ug/ml) para obtener una concentracion final 1x.
Finalmente, antes de ser aplicadas al gel las muestras se sometieron a una temperatura de
90°C durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas e inactivar las proteasas enddgenas.
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La preparacién de los geles se realiz6 siguiendo los protocolos habituales para geles de
proteinas (Laemmli, 1970). La separacion de proteinas se realizO mediante electroforesis
unidimensional en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y un sistema discontinuo
formado por un primer gel de alineacion (“stacking”) donde las proteinas se empaquetan antes
de entrar en el gel de separacién, lo que permite una mayor resolucion. El gel de separacion
consiste en una mezcla de poliacrilamida (30% acrilamida (Sigma) y 0,8% bis-acrilamida
(Bio-Rad), a una concentracion final del 10% para todas las proteinas excepto para MBP para
la que se utilizaron geles al 12,5%, Tris-base 0,4M pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato aménico 0,1%
(p/v) y Temed 0,1% (v/v). La solucién del gel de alineacién consisti6 en una mezcla de
poliacrilamida a una concentracién final del 3%, Tris-CIH 0,125M pH 6,8, SDS 0,1%, persulfato
amoénico 0,1% (p/v) y Temed 0,1% (v/v). La electroforesis se realizé mediante la aplicacién de
una corriente de 100 voltios en una cubeta S-600 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
CA, USA) en presencia de buffer de electroforesis (Tris base 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y
SDS 1%).Terminada la electroforesis, las proteinas se trasfirieron por electrotransferencia a
una membrana de polivinil difluoruro (PVDF) (Hybond™-P, Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Reino Unido) mediante una corriente continua de 25 voltios aplicada durante
16 horas a 4°C en tampdn de transferencia (Tris base 25mM, glicina 192 mM, metanol 20%)

3.4.5.- Deteccion de las proteinas (Inmunoblot)

Una vez transferidas las proteinas, se procedié a la deteccién de las mismas mediante
el uso de anticuerpos especificos. Para ello primero se incubd la membrana durante una hora a
temperatura ambiente en una solucién de bloqueo compuesta por un 5% de leche desnatada
(Bio-Rad) y Tween-20 al 0,2% en PBS 0,01M para bloquear los lugares de union inespecificos
de la membrana. A continuacién la membrana se incub6 con el anticuerpo primario en una
solucion de leche desnatada 0.05% y Tween-20 0.2% en PBS 0,01M, durante una hora a
temperatura ambiente o a 4°C durante toda la noche en el caso de CREB. Tras realizar tres
lavados de 10 minutos con la misma solucion para retirar el exceso de anticuerpo primario, la
membrana se incubd con un anticuerpo secundario especifico anti-lgG de ratén o conejo,
segun el anticuerpo primario empleado, conjugado con peroxidasa (Dako), diluido de nuevo en
la misma solucion, durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se retir6 el exceso de
anticuerpo secundario mediante tres lavados de 10 minutos en PBS 0,001M. Todas las
incubaciones y lavados se realizaron en agitacién leve. Las bandas inmunoreactivas se
visualizaron mediante una reaccidon de quimioluminiscencia con el sistema de deteccion
Supersignal® Substrate WB (Pierce, Rockford, IL, USA) como sustrato de la peroxidasa
asociada al anticuerpo secundario. Tras incubar la membrana durante 5 minutos en el sustrato,
se analizd la senal emitida mediante el sistema Gel Doc XR (Bio-Rad), donde se cuantificé la
densitometria de las bandas mediante el programa Quantity One (Bio-Rad). En el caso de los
Western de extractos celulares, tras ser incubada con este sustrato la membrana fue expuesta
a una pelicula de radiografia (MG-SR, Konica, Tokio, Jap6n) durante un tiempo variable entre
15 segundos y 15 minutos, transcurridos los cuales se procedio al revelado de la misma. Tras
el revelado de la pelicula fotogréfica, las sefiales obtenidas se procesaron con un digitalizador
de imagenes (LaCie, modelo G520A, Massy Cedex, Francia) y su intensidad se cuantificd
mediante densitometria utilizando la aplicacién informéatica NIH Image 1.62. Los resultados
obtenidos del analisis densitométrico se expresaron como unidades densitométricas arbitrarias
(u.d.a.) desestimandose aquellos valores para los cuales no habia homogeneidad en la carga.
Finalizado el procedimiento, se confirmé la homogeneidad en la cantidad de proteina aplicada y
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transferida mediante un stripping de la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente y
reincubacion con el anticuerpo de B-actina (Sigma).

3.5.- ANALISIS DE LA ACTIVACION DE PROTEINAS

En el presente trabajo se analizé la activacion de cuatro proteinas: las quinasas ERK1,
ERK2, y Akt y el factor de transcripcion CREB. Todas ellas se activan mediante fosforilacion de
residuos especificos, por lo que el andlisis de su activacion se efectio mediante deteccién
inmunoldgica de las formas fosforiladas de cada proteina, empleando para ello la técnica de
Western inmunoblot segun el protocolo descrito anteriormente.

La identificacion de las formas activas de MAPK, Akt y CREB se efectué mediante el
empleo de anticuerpos primarios que reconocen especificamente las formas fosforiladas de
cada proteina: para el estudio de la activacion de MAPK se empled un anticuerpo monoclonal
que reconoce las formas fosforiladas ERK1 y ERK2 (Sigma), a una diluciéon 1:15.000; para el
estudio de la actividad de Akt se empleé un anticuerpo policlonal que reconoce
especificamente la proteina fosforilada en Ser473 (Cell Signaling Technology®, Danvers, MA,
USA) a una dilucién 1:1000; finalmente para el analisis de la activacion de CREB se empled un
anticuerpo policlonal que reconoce CREB especificamente cuando éste se halla fosforilado en
Ser133 (Cell Signaling Technology®) a una dilucion 1:600.

Con el fin de normalizar los niveles de proteina fosforilada con respecto a la cantidad
total (fosforilada y no fosforilada) de proteina, las membranas se lavaron con Restore™
Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford, lllinois, USA) durante 1 hora a temperatura
ambiente para eliminar los anticuerpos especificos frente a las formas fosforiladas y se
reincubaron en presencia de un anticuerpo policlonal anti-MAPK (ERK1/2) (Sigma-Aldrich) a
una dilucién 1:10.000, un anticuerpo policlonal anti-Akt (Cell Signaling Technology®) a una
dilucién 1:1000 o un anticuerpo policlonal anti-CREB (Cell Signaling Technology®) a una
dilucion 1:500 capaces de reconocer todos ellos tanto las formas fosforiladas como no
fosforiladas de las proteinas respectivas. Los resultados obtenidos se expresaron como
unidades densitométricas arbitrarias (u.d.a) de la sefial de la banda de proteina fosforilada
corregidas respecto a la sefal de la banda de proteina total. Los anticuerpos primarios
empleados y las diluciones a las que se utilizaron se detallan en la siguiente tabla:

Anticuerpo Dilucién Casa comercial

MBP 1:600 Serotec

ERK-1/2-P 1:15.000 SIGMA

ERK-1/2 1:10.000 SIGMA
Akt-P ( Serd73) 1:1.000 Cell Signaling Technology
Akt 1:1.000 Cell Signaling Technology
CREB-P (Ser 133) 1:600 Cell Signaling Technology
CREB 1:500 Cell Signaling Technology
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3.6.- ESTEREOTAXIA

El ventriculo lateral derecho se localizd utilizando el atlas de Patxinos y Watson. Se
anestesid a la rata mediante inhalacion de halotano y se situd en el aparato de estereotaxia de
tal forma que el extremo superior de la barra incisal quedara 3mm por debajo de la linea
interaural, se expuso el bregma, punto desde el cual se midieron las coordenadas —0.8 mm
anteroposterior, +1.4 mm lateral y 3 mm dorsoventral. Se implanté una canula de acero
inoxidable de 28 gauge en el ventriculo lateral, la cual iba conectada mediante un catéter de
cloruro de polivinilo (Brain Infusién Kit Il 3-5 mm, Alzet, Cupertino, CA, USA) a una bomba
osmotica de infusion continua, minibomba osmética Alzet model 1007D (Alzet® Osmotic
Pumps,), que suministra un volumen de 0.5 pl/hora durante un periodo de 7 dias.

3.7.- RADIOINMUNOENSAYO DE IGF-I

Tras el sacrificio de los animales por decapitacion se recogieron las muestras de sangre
de los vasos cervicales y tronco para la determinacion de la concentracion de IGF-I
inmunoreactivo (IGF-I-IR) en suero. Cuando los animales se perfundieron las muestras de
sangre se recogieron directamente del corazén antes de la perfusién. Las muestras se
mantuvieron durante 4-6 horas a 4°C antes de ser centrifugadas. Los sueros se almacenaron a
—20°C hasta el momento de la determinacion de IGF-I-IR por RIA. Se utilizé un kit comercial de
DSL (Mouse/Rat IGF-1 RIA DSL-2900, Diagnostic Systems Laboratorios, Inc. Webster, Texas,
USA). Para evitar posibles variaciones, todas las muestras de un mismo experimento fueron
valoradas en el mismo ensayo y las muestras se valoraron por duplicado.

3.8.- CUANTIFICACION DEL ARNm POR RT-PCR A TIEMPO REAL

Mediante esta técnica se cuantificaron en corteza cerebral anterior, hipocampo e
hipéfisis los ARNms de GH, R-GH, IGF-I, R-IGF-I, ghrelina, las dos isoformas del receptor de
secretagogos R-GHS-1a y R-GHS-1b, BDNF, CXCL12, y las citoquinas IL18, IL-6, IL10, TNF-a
y TGF-B. Las muestras de tejido se recogieron segun se ha descrito anteriormente para el
Western inmunoblot.

Se utiliz6 el equipo de PCR en tiempo real de Applied Biosystem (7300 Real Time PCR
System), empleando sondas especificas fluorescentes Tagman (Applied Biosystem, Lincoln
Centre Drive Foster City, California, USA) marcadas con el fluoréforo FAM. En este sistema, el
primer ciclo en el que se detecta flourescencia se define como ciclo umbral Ct (Cycle threshold)
y es inversamente proporcional a la cantidad de ADN inicial.

3.8.1.- Extraccion y cuantificacion de ARN total

Para el aislamiento de ARN total, los tejidos se homogenizaron en Tri Reagent
(Ambion® for Applied Biosystems): las cortezas cerebrales anteriores en 3 ml, los hipocampos
en 2 ml y las hipofisis en 250 pl, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez
extraido el ARN, se resuspendi6é en agua libre de nucleasas (Nuclease-Free Water, Ambion®)
y se cuantificé mediante espectrofotometria ultravioleta midiendo la absorbancia a 260 nm en
un NanoDrop (Uv-Vis NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific), estimdndose la pureza del ARN
mediante el cociente de la absorbancia a 260 y 280 nm. Las muestras cuyo cociente 260/280
no se encontraban entre 1,7-2,2 fueron sistematicamente desechadas. Ademas, se comprobé
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la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa, de tal manera que se
descartaron aquellas muestras cuyas bandas 28S y 18S no aparecieron como bandas
discretas y aproximadamente en una proporcidon 2:1 respectivamente.

3.8.2.- Transcripcion reversa

En todos los casos, 1 uyg de ARN total fue sometido a una reaccion de retrotranscripcion
usando random hexdmeros como primers. Para la sintesis del ADNc se utilizé el kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La reaccion de retrotranscripcion se llevd a cabo en un termociclador PX2
(Thermo) con las siguientes condiciones de reaccién: 25°C durante 10 minutos, 37°C durante
120 minutos y 85°C durante 5 segundos. Finalmente, las muestras de ADNc fueron
almacenadas a -20°C hasta su uso.

3.8.3.- PCR cuantitativa

La medida de la expresion génica utilizando la PCR en tiempo real es una cuantificacion
relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la expresion del gen objeto de
estudio respecto a la expresion de un gen constitutivo cuya expresion no varia en las
condiciones del experimento (control enddgeno). Para ello, cada muestra se amplificé por
duplicado, amplificandose en paralelo a cada producto de amplificacién el ADNc del ARN 18S
que se utilizd para corregir las variaciones en la cantidad y procesamiento del ARN de partida.

Los ensayos Tagman (sonda+primer) empleados (todas de Applied Biosystem) se
muestran en la siguiente Tabla:

Ensayo Tagman Referencia Ensayo Tagman Referencia

GH Rn 01495894-g1 R-GH Rn 00567298-m1
Ghrelina Rn 00572319-m1 IGF-I Rn 99999087-m1
R-GHS1 a Rn 00583419-s1 R-IGF-I Rn 00583837-m1
R-GHS1b Rn 00821417-m1 TNF-a Rn 99999017-m1

IL-6 Rn 01410330-m1 IL-1B Rn 00580432-m1

IL-10 Rn 00563409-m1 CXCL12 Rn 00573260-m1
TGF-B Rn 00572010-m1 BDNF Rn 01484924-m1

Para la PCR en tiempo real se utilizé el sistema 7300 Real Time PCR de Applied
Biosystem, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo
en un volumen final de 20 yl usando 10 pl de TagMan Gene Expresion Master Mix (Applied
Biosystem), 1 ul del ensayo Tagman especifico y 1 ul del ensayo Tagman para ARN 18S usado
como control enddgeno, en placas de 96 pocillos en sistema de PCR en tiempo real 7300. La
amplificacién se realiz6 mediante un primer ciclo de activacion de la enzima AmpliTaq
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polimerasa y desnaturalizacion del ADN, de 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos
consistentes en 15 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 1 minuto a 60°C de hibridacion y
amplificacién.

3.8.4.- Cuantificacion y analisis de datos

El método utilizado se basa en la actividad 5-exonucleasa de la Taqg polimerasa y en la
amplificacién durante la PCR de una determinada secuencia diana en presencia de una sonda
fluorescente especifica (sonda TagMan) que hibrida con la secuencia diana que se esta
amplificando. La sonda TagMan, de un tamafo aproximado de 20 a 30 bases, tiene unido un
marcador fluorescente en el extremo 5 y una molécula en 3" que absorbe (“quencher”) la
fluorescencia emitida por el marcador en el otro extremo. Ademas, esta sonda esta fosforilada
en 3” para evitar su extension durante la reaccion de la PCR. Si la secuencia de interés esta
presente en la muestra, la sonda Tagman se hibrida especificamente con ella. Cuando se
produce la etapa de extensién en la reaccion de la PCR, la actividad 5°-exonucleasa de la Taq
polimerasa degrada la sonda Tagman liberando el fluorocromo, que, al quedar separado del
amortiguador, emite una sefal que puede ser captada por el sistema 6Optico del equipo. Este
proceso de degradacion de la sonda tiene lugar en cada ciclo y es directamente proporcional al
namero de moléculas que estan siendo amplificadas en cada uno de los ciclos y se puede
visualizar por el incremento en la sefal de fluorescencia. Ademas, la Taq polimerasa no digiere
la sonda libre, sino Unicamente la que esta hibridada, por lo que la cantidad de sefal
fluorescente emitida es directamente proporcional a la cantidad de producto acumulado. La
medida de la intensidad de la fluorescencia se realiza de manera continua, lo que proporciona
una informacion dinamica en tiempo real del proceso. El sistema de deteccién permite
establecer el ciclo umbral-Ct-cycle threshold- o ciclo de la PCR a partir del cual la cantidad de
fluorescencia emitida alcanza un cierto nivel de deteccion. El Ct es el parametro que se emplea
para la cuantificacion y siempre se realiza en la fase exponencial de la curva.

Llevamos a cabo una cuantificacion relativa mediante el método AACt en el que se
comparan directamente los Cts del gen testado y del gen de referencia (ACt) en cada muestra,
y posteriormente se comparan los ACt de la muestra experimental con respecto a la muestra
de referencia (AACt). Tomamos como referencia el valor de la muestra con mayor nimero de
ciclos.

A fin de conocer la cantidad de ADN inicial, es preciso realizar nuevas transformaciones
matematicas del valor Ct. El valor Ct de los productos se normalizé con el Ct del ARN 18S de
cada muestra, y este valor a su vez se normalizé con el Ct del producto de amplificaciéon del
calibrador/Ct de RNA 18S del calibrador. Finalmente, se utilizé la transformacién 244" y los
resultados fueron expresados en unidades arbitrarias (U.A.), representando el niumero de
veces mayor que la referencia, habiéndose tomado como referencia el ACt de la muestra con
menor expresion del gen.
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Figura 8: Representacion de los perfiles tipicos de amplificacion por PCR con sondas Tagman.
Representacion del perfil de amplificacion de muestras con el ensayo Tagman para BDNF usando como control
enddégeno RNA 18S.
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A.-SISTEMA GH/IGF-I1 EN EL ENVEJECIMIENTO

1- ALTERACIONES HIPOFISARIAS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS

1.1.- Expresiéon del ARNm de GH en la hipofisis de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Con la finalidad de confirmar que las ratas viejas utilizadas en el presente trabajo
presentaban las alteraciones de la expresion del gen de GH asociadas al envejecimiento asi
como la sensibilidad de la hipdfisis al tratamiento con GH y GHRP-6, se estudi6 el nivel de
expresion del ARNm de GH en hipdfisis.

Como se observa en la Figura 1, la expresion del ARNm de GH en la hipéfisis de ratas
viejas se encuentra marcadamente disminuida con respecto a la de las ratas adultas. El
tratamiento con GH produjo una disminucion significativa en la expresién del ARNm de GH en
la rata vieja en comparacion con las ratas no tratadas de la misma edad. Por el contrario, el
tratamiento con GHRP-6 no modificé la expresién del ARNm de GH.

Estos resultados sugieren que la GH exdgena ejerce una accién inhibitoria de la
expresion del ARNm de la GH hipofisaria, lo que confirma que la hipofisis de las ratas viejas
mantiene su sensibilidad a la regulacién por GH en el envejecimiento. Ademas, la demostracién
de la autorregulacién de GH a nivel hipofisario evidencia la efectividad del tratamiento con GH
en nuestro estudio.
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Figura 1. Expresion del ARNm de GH en la hipéfisis. Cuantificacién de los niveles del ARNm de GH mediante
PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces
dia/ 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los resultados se expresan como la media = EE y en
porcentaje respecto al grupo de 3 meses. **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ns, no significativo.
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1.2.- Expresion del ARNm del IGF-l en la hipéfisis de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Ademas de ser considerado el principal mediador de las acciones de GH, el IGF-I juega
un importante papel en la regulacion de su secrecién, siendo capaz de inhibir selectiva y
especificamente tanto la transcripcién del gen de la GH como su secrecion hipofisaria.

Confirmando resultados previos de nuestro laboratorio (Velasco et al., 1998) se observo,
como se muestra en la Figura 2, que la disminucién del ARNm de GH en la hipéfisis va
acompanada de un aumento significativo del ARNm del IGF-I en la hipdfisis de ratas viejas. El
tratamiento con GH no modificé la expresién del ARNm del IGF-I en la hipéfisis, mientras que el
tratamiento con GHRP-6 produjo un incremento significativo del ARNm del IGF-I en las ratas
viejas con respecto a las ratas viejas controles.
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Figura 2. Expresion del ARNm del IGF-I en la hipofisis. Cuantificacion de los niveles del ARNm del IGF-I en la
hipéfisis mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c.
(150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los resultados se expresan como la
media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; ***, p<0,001; ns, no significativo.

2- CAMBIOS PERIFERICOS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS: EFECTO
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 EN LOS NIVELES CIRCULANTES DEL
IGF-I

El IGF-I circulante es considerado un marcador biolégico de la actividad del eje
GH/IGF-I. La disminucién de la secrecién de GH durante el envejecimiento se acompana de
una disminucion de los niveles séricos del IGF-I. No existe unanimidad en la respuesta del
IGF-I circulante al tratamiento con GH o GHS en el envejecimiento.

Nuestros resultados confirman que el envejecimiento se acompana de una disminucion
de los niveles circulantes del IGF-I-IR. Como se observa en la Figura 3, el tratamiento con GH
o GHRP-6 no produjo ningun cambio significativo en los niveles del IGF-I-IR en ratas viejas en
comparacion con las ratas viejas controles.
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Figura 3. Niveles séricos del IGF-I-IR. Niveles del IGF-1 en suero medidos por RIA en ratas adultas jovenes (3m) y
viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 pg/Kg / 2 veces dia /
15 dias). Los resultados se expresan como la media + EE. ***, p<0,001; ns, no significativo.

La disminucion de la expresion de la GH hipofisaria y de los niveles circulantes
del IGF-l confirman que en las ratas viejas utilizadas en este estudio existia una
depresion del eje GH/IGF-I.

3.- CAMBIOS DEL SISTEMA GH/IGF-1 EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS

3.1.- Expresion del ARNm del receptor de GH (R-GH) en el cerebro de ratas viejas:
efecto del tratamiento con GH o GHRP-6

Dado que el R-GH cerebral vehiculiza las acciones centrales de la GH, estudiamos el
efecto del envejecimiento en la expresiéon del ARNm del R-GH en cerebro y su posible
modulacion por el tratamiento con GH o GHRP-6.

Como se muestra en la Figura 4, el envejecimiento no altera los niveles del ARNm del
R-GH ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Tampoco el tratamiento con GH o
GHRP-6 produjo cambios significativos en los niveles del ARNm del R-GH en dichas areas
cerebrales.

3.2.- Expresion del ARNm del IGF-l en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Aunque el IGF-I hepatico es el principal mediador de las acciones de GH, es bien
conocido que el IGF-I es ademas sintetizado en numerosos tejidos extrahepaticos, incluido el
cerebro (D’Ercole et al.,, 1986). El IGF-1 extrahepatico, actuando de forma autocrina o
paracrina, podria jugar un papel importante en la respuesta fisiolégica de los tejidos a GH.
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Dado que el efecto de la administracién de GH y/o GHS sobre la expresion del gen del
IGF-I en el cerebro en relacion con la edad esta poco documentada decidimos estudiar si el
tratamiento con GH o GHRP-6 modificaba la expresién del ARNm del IGF-I en la corteza
cerebral anterior y/o en el hipocampo de las ratas viejas.

Como se muestra en la Figura 5 no se observan diferencias en la expresion del gen del
IGF-I en la corteza cerebral anterior entre las ratas adultas jévenes y las ratas viejas. En
concordancia con estudios previos de nuestro laboratorio (Velasco et al., 2001), el tratamiento
con GH produjo un aumento significativo del ARNm del IGF-I en la corteza cerebral anterior de
las ratas viejas. Sin embargo, el tratamiento con GHRP-6 no modificd la expresion del ARNm
del IGF-I en la corteza cerebral anterior.

En el hipocampo, no se observan diferencias en la expresion del ARNm del IGF-I entre
las ratas adultas jévenes y los controles viejos. Tampoco se observé ningun cambio tras el
tratamiento con GH o GHRP-6.
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Figura 4. Expresion del ARNm del R-GH en la corteza cerebral anterior e hipocampo. Cuantificaciéon de los
niveles del ARNm del R-GH por PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas
con GH s.c. (150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 pg/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los resultados se
expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ns, no significativo.
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Figura 5. Expresion del ARNm del IGF-I en la corteza cerebral anterior e hipocampo. Cuantificacién de los
niveles del ARNm del IGF-1 por PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas
con GH s.c. (150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los resultados se
expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. **, p< 0,01; ns, no significativo.

3.3.- Expresion del ARNm del receptor del IGF-I (R-IGF-I) en el cerebro de ratas
viejas: efecto del tratamiento con GH o GHRP-6

Dada la importancia funcional del R-IGF-I, se cuantificaron los niveles del ARNm del
R-IGF-1 en la corteza cerebral anterior e hipocampo de los distintos grupos experimentales.

Como se muestra en la Figura 6 no se observan diferencias en la expresion del gen del
R-IGF-I en la corteza cerebral anterior entre las ratas adultas jévenes y las ratas viejas. El
tratamiento con GH produjo un aumento significativo del ARNm del R-IGF-I en la corteza
cerebral anterior de las ratas viejas. Sin embargo, el tratamiento con GHRP-6 no modificé la
expresion del ARNm del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior. En el hipocampo, no se
observan diferencias en la expresion del ARNm del R-IGF-I entre las ratas adultas jovenes y
los controles viejos. Tampoco se observd ningun cambio tras el tratamiento con GH o GHRP-6.
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Figura 6. Expresion del ARNm del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior e hipocampo. Cuantificaciéon de los
niveles del ARNm del R-IGF-I por PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m) controles y
tratadas con GH s.c. (150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia/ 15 dias). Los resultados
se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. **, p< 0,01; ns, no significativo.

Estos resultados sugieren que los niveles de expresion de los ARNms del R-GH,
IGF-l1 y R-IGF-I no se modifican en el envejecimiento ni en la corteza cerebral anterior ni
en el hipocampo. El tratamiento con GH induce la expresion del ARNm del IGF-l y del
R-IGF-1 en la corteza cerebral anterior pero no en el hipocampo de las ratas viejas.

3.4.- Expresion de los ARNms de los R-GHS en el cerebro de ratas viejas: efecto
del tratamiento con GH o GHRP-6

Ademas de su papel como regulador de la secrecién de GH, la ghrelina ejerce diversas
funciones en el SNC. Se cree que cambios asociados con la edad en la expresion local de
ghrelina o en la de sus dos receptores, R-GHS-1a y R-GHS-1b, pueden tener importantes
repercusiones en el SNC. Para evaluar si ocurren cambios en la expresion de ghrelina y/o sus
receptores en el cerebro envejecido medimos la expresidbn de sus ARNms en la corteza
cerebral anterior e hipocampo. Ademas, investigamos el papel de GH y de GHRP-6 en la
modulacién de la expresion de los R-GHS en el envejecimiento.
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Los niveles de los ARNms del R-GHS-1a y del R-GHS-1b fueron indetectables en la
corteza cerebral anterior. En el hipocampo (Figura 7) no hubo cambios relacionados con la
edad en la expresién del ARNm del R-GHS-1a pero se observé una disminucién significativa en
la expresion del ARNm del R-GHS-1b. Ninguno de los tratamientos modificé la expresion de los
ARNms de los R-GHS. Los niveles de ghrelina fueron extraordinariamente bajos no
permitiendo una correcta valoracion de los mismos en ninguna de las &reas cerebrales
estudiadas.

Estos resultados son la primera evidencia de una disminucién de la expresion del
ARNm del R-GHS-1b en el hipocampo de la rata vieja y sugieren un papel de la ghrelina
en las funciones cognitivas mediadas por el hipocampo.
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Figura 7. Expresion de los ARNms de los receptores R-GHS-1a y R-GHS-1b en el hipocampo. Cuantificacién
por PCR a tiempo real de los ARNms de R-GHS-1a y R-GHS-1b en el hipocampo de ratas adultas jévenes (3m) y
viejas (29m) controles y tratados con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 pg/Kg / 2 veces dia /
15 dias). Los resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05;
*** p < 0,001; ns, no significativo.
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B.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GH SOBRE EL PROCESO DE
MIELINOGENESIS

1.- EFECTO DE GH SOBRE LA OLIGODENDROGENESIS EN CELULAS
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS

1.1.- Efecto de GH sobre el numero de precursores de OD y de OD maduros

El papel de GH sobre el proceso de mielinizacién in vitro apenas ha sido explorado. En
estudios aislados se ha observado que la GH es capaz de estimular la diferenciacién de OD en
agregados celulares cerebrales (Almazan et al., 1985).

En este estudio nos planteamos confirmar el efecto de GH en el proceso de
oligodendrogénesis durante el periodo perinatal e investigar las vias de sefalizacion
intracelulares implicadas utilizando cultivos de células cerebrocorticales embrionarias. El
estudio de la accion de GH sobre los pre-OD se efectué mediante inmunocitoquimica frente al
antigeno lipidico O4 que es un marcador de OD inmaduros. El efecto de la GH sobre el numero
de OD maduros se investigé mediante inmunocitoquimica frente a MBP.

En la Figura 8 se muestran los resultados del tratamiento con GH sobre los precursores
de OD y OD maduros. La GH indujo un incremento tanto en el nimero de las células O4 (+)
como de células MBP (+), lo que indica que, en las condiciones descritas, la GH es capaz de
incrementar tanto la proliferacién de OD inmaduros (expresién de O4) como la progresion de
los mismos a OD maduros que expresan MBP.
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Figura 8. Efecto de GH en el numero de células inmunoreactivas a O4 y MBP. Después de 7 u 8 DIV, para los
experimentos de O4 o MBP respectivamente, las células cerebrocorticales fueron incubadas con GH (50 ng) durante
4 dias. Transcurridos estos tiempos la expresion de O4 y MBP se determiné mediante inmunocitoquimica. Los
resultados se expresan como la media + EE de 3 experimentos independientes. ***, p < 0,001.
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Estos resultados sugieren que la GH es un importante factor de la diferenciacion
de los OD en células cerebrocorticales embrionarias confirmandose la implicacion de GH
en el proceso de mielinizacion y consecuentemente en el proceso de maduracion
cerebral durante el desarrollo embrionario.

1.2.- Activaciéon de MAPK y Akt: estudio tiempo-respuesta

Una vez demostrada la efectividad de GH en el proceso de oligodendrogénesis in vitro,
nuestro objetivo fue estudiar la implicacion de las vias MAPK y PI3K en el efecto de la GH en
dicho proceso.

Se llevd a cabo un estudio tiempo-respuesta para valorar la capacidad de GH de activar
la via MAPK en nuestro sistema. El estudio de la activacion de la via MAPK (ERK1/2) se realizé
mediante Western inmunoblot donde se determinaron las variaciones en la concentracién de
las formas fosforiladas y no fosforiladas de las isoenzimas ERK1 y ERK2 en respuesta al
tratamiento con GH.

El tratamiento con GH produjo una rapida estimulacion de la fosforilacion de ERK1/2
que alcanzé un pico maximo de activacion entre los 5 y 10 minutos regresando a los niveles
basales a los 30 minutos. Los niveles de ERK1/2 total no se modificaron. (Figura 9)
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Figura 9. Curva tiempo-respuesta de la activacion de la via MAPK (ERK1/2) por GH. Después de 8 DIV, las
células cerebrocorticales fueron incubadas con GH (50 ng) durante 5, 10, 30 y 60 minutos. Autorradiografia
representativa de un Western inmunoblot, donde se emple6 un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas
fosforiladas de MAPK (ERK1/2) (panel superior). En el panel inferior se representan los controles de carga obtenidos
mediante el empleo de un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de ambas
proteinas.

Como reflejo de la activacién de la via PIBK se determiné la variacién en las formas
fosforiladas y no fosforiladas de Akt en respuesta a GH. (Figura 10). El tratamiento con GH
resulté en un incremento de Akt fosforilado que fue evidente a los 5 minutos y maximo a los 30,
manteniéndose los niveles elevados hasta los 60 minutos. Los niveles de Akt totales no se
modificaron durante este tiempo.
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Figura 10. Curva tiempo-respuesta de la activacion de la via PI3BK/Akt por GH. Después de 8 DIV, las células
cerebrocorticales fueron incubadas con GH (50 ng) durante 5, 10, 30 y 60 minutos. Autorradiografia representativa
de un Western inmunoblot, donde se emple6 un anticuerpo monoclonal que reconoce la forma fosforilada de Akt
(panel superior). En el panel inferior se representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un
anticuerpo policlonal que reconoce la forma fosforilada y no fosforilada de la proteina.

Estos resultados confirman la capacidad de GH de activar las vias de sehnalizacion
MAPK (ERK1/2) y PI3K en células cerebrocorticales de embriones de rata.

1.3.- Efecto de los inhibidores PD y LY en la induccién de O4 y MBP por GH

Demostrada la capacidad de GH de activar las vias de sefalizacién de las MAPK y de la
PI3K estudiamos la participaciéon de cada una de estas vias de senalizacion en el proceso de
oligodendrogénesis y en el efecto de GH sobre el mismo.

Para ello, tras bloquear con inhibidores especificos cada una de las vias se estudio6 la
expresion de O4 y MBP por inmunocitoquimica en células cerebrocorticales tratadas y sin tratar
con GH. Para la inhibicion de la via de las MAPK se utiliz6 el inhibidor PD098059 (PD). La via
de sefalizacién de la PI3K se bloqued con el inhibidor LY294002 (LY). Finalmente procedimos
al bloqueo simultdneo de ambas vias mediante la adicion conjunta a los cultivos de ambos
inhibidores.

En la Figura 11 se observa como el bloqueo de la via de las MAPK con el inhibidor
PD098059 (15ug) y de la via PI3K con el inhibidor LY294002 (2.5 pg) disminuyé marcadamente
el efecto estimulador de GH sobre el numero de células O4 (+) y MBP (+). Tanto PD como LY
disminuyeron el niamero de células O4 (+) y MBP (+) en ausencia de GH. La presencia
simultanea de ambos inhibidores aboli6 por completo la induccién de células O4 (+) y de
MBP (+) en respuesta a GH.

Estos resultados indican que la activacion de las vias de senalizacion MAPK y
PI3K esta implicada en el proceso de oligodendrogénesis y en la inducciéon de dicho
proceso por GH.
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Figura 11. Efecto del bloqueo de las vias MAPK (ERK1/2), con el inhibidor PD098059, y PI3K/Akt, con el
inhibidor LY294002, sobre la induccion de O4 y MBP por GH. Las células cerebrocorticales se trataron con GH
(50 ng) en presencia o ausencia de PD098059 (15 uM), LY294002 (2,5 uM) o ambos simultdneamente. El nimero
de células positivas a O4 y MBP se analiz6 por inmunocitoquimica.

1.4.- Efecto de GH sobre la activacion de CREB

El factor de transcripcion CREB juega un importante papel en la diferenciacion de los
oligodendrocitos y en la sintesis de mielina (Sato-Bigbee et al., 1999). En estudios previos
demostramos (Palacios et al., 2005) que CREB es necesario para la induccion de MBP por
IGF-I. Estos datos nos llevaron a investigar el efecto del tratamiento con GH sobre la activacion
del factor de transcripcién CREB en células cerebrocorticales embrionarias en cultivo. Puesto
que la fosforilacion de CREB en el residuo Ser133 se correlaciona con su actividad
transcripcional, la capacidad de GH para activar este factor se evalué mediante la
determinacion de la forma fosforilada de CREB.

Como se muestra en la Figura 12, el tratamiento con GH indujo la fosforilacién de
CREB, que fue evidente a los 5 minutos y se mantuvo hasta los 60 minutos después de la
adicion de GH. La concentracion de CREB total no cambidé en este tiempo indicando que GH
induce la activacién de la proteina y no su nivel de expresion.
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Figura 12. Activacion del factor de transcripcion CREB por GH: estudio tiempo-respuesta. Después de 8 DIV,
las células cerebrocorticales se incubaron con GH (50 ng) durante 5, 10, 30 y 60 minutos. Se muestra la
autorradiografia de un Western inmunoblot representativo realizado con un anticuerpo especifico frente a la forma
fosforilada de CREB (panel superior). La misma membrana se incub6 con un anticuerpo que reconoce tanto la forma
fosforilada como no fosforilada de CREB (panel inferior).

Estos resultados demuestran que la GH promueve la activacion de CREB. Dado
que CREB es necesario para la induccion de MBP por IGF-Il, estos hallazgos sugieren la
participacion de CREB en el proceso de oligodendrogénesis inducido por GH.

2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GH SOBRE LA REMIELINIZACION DEL CEREBRO
EN EL ENVEJECIMIENTO

2.1.- Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre la remielinizacion del cerebro de
ratas viejas

En el envejecimiento se produce una pérdida de sustancia blanca en el cerebro de ratas
(Knox et al., 1989; Sugiyama et al., 2002), primates (Peters et al., 2000; Sloane et al., 2003) y
humanos (Albert, 1993). La desmielinizacion que ocurre en el envejecimiento se acompana de
un aumento en el nUmero de oligodendrocitos (Peters et al., 1991; Peters, 1996), la formacién
de mielina redundante y un incremento del grosor de las vainas de mielina. Estos cambios
indican la puesta en marcha de un proceso de remielinizacién (Peters y Sethares, 2002). Este
proceso reparador ocurre en todas las etapas de la vida, pero se vuelve menos eficiente con la
edad (Gilson y Blakemore, 1993; Ashcroft et al., 1995; Shields et al., 1999) debido a un
enlentecimiento en el ritmo de mielinizacion (Shields et al., 1999; Sim et al., 2000). La
hipomielinizacion que se observa en el cerebro envejecido seria, por lo tanto, resultado del
enlentecimiento del proceso reparador de remielinizacion.

La hipomielinizacién cerebral presente en ratas viejas se acompafa de una disminucion
en la amplitud de los pulsos de secrecion de GH y el consiguiente declive de los niveles
circulantes del IGF-I, factor neurotréfico altamente implicado en oligodendrogénesis y
mielinizacién (Woodruff y Franklin, 1999; Ye y D’Ercole, 1999; Hinks y Franklin, 2000). El papel
de la GH sobre el proceso de oligodendrogénesis y mielinizacién del SNC in vivo es
controvertido. La deficiencia de GH inducida inmunolégicamente produce una alteracion de la
migracién y diferenciacion oligodendroglial, con el consecuente fallo de la mielinizacién (Pelton
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et al., 1977). Ademas, los ratones Snell y Little dwarfs, ambos deficientes en GH, presentan
alteraciones relacionadas con la mielinizaciéon, muchas de las cuales son revertidas después de
la administracion de GH (Noguchi, Sugisaki, Watanabe, et al., 1982; Noguchi, Sugisaki,
Tsukada, 1982; Noguchi et al., 1983, 1985, 1988). Sin embargo, estudios posteriores (Lehman
et al., 1999) no confirman estos hallazgos.

La evidencia mostrada en el anterior apartado de que la GH activa el proceso de
oligodendrogénesis in vitro, nos llevé a estudiar si la administracion exégena de GH era capaz
de revertir la hipomielinizacion cerebral asociada al envejecimiento.

Con este objetivo un grupo de ratas viejas de 28 meses de edad se trataron con GH
i.c.v. durante 7 dias. Se analizé la expresion de MBP en la comisura blanca anterior y en el
cuerpo calloso por su riqgueza en sustancia blanca. Ademas, el cuerpo calloso al ser la
conexién entre los dos hemisferios refleja el estado de una gran poblacién de neuronas. El
hipocampo se eligi6é por su implicacién en el proceso de memoria.

En la Figura 13 se muestran fotografias individuales correspondientes a las regiones de
la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo de ratas
pertenecientes a los diferentes grupos experimentales. Nuestros resultados confirman un
notable descenso del contenido de MBP en los animales viejos controles con respecto a los
animales adultos jévenes tanto en la comisura blanca anterior como en el cuerpo calloso y en
el giro dentado del hipocampo. El tratamiento con GH indujo un dramético incremento en la
expresion de MBP en las ratas viejas revirtiendo en muchos animales la hipomielinizacién
hasta niveles similares a los encontrados en ratas adultas, como se observa en el andlisis
densitométrico de la expresion de MBP en la comisura blanca anterior (Figura 13, A).

Estos resultados son la primera evidencia de que la administracion de GH i.c.v. es
capaz de revertir la hipomielinizacion observada en el cerebro de ratas viejas en todas
las areas cerebrales estudiadas.
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Figura 13. Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre la expresion de MBP en diferentes areas del cerebro.
Inmunohistoquimica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jéovenes (3m) y ratas viejas (28m)
controles y tratadas con GH i.c.v. (0.5 yg/hora / 7 dias). Las fotografias corresponden a la comisura blanca anterior
(15 ratas), cuerpo calloso (12 ratas) y giro dentado del hipocampo (12 ratas). Se representa en A la cuantificacién de
la densidad dptica de la tincion de MBP en la comisura blanca anterior de los tres grupos experimentales. Los
resultados se expresan como la media + EE. ***, p < 0,001.
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2.2.- Efecto del tratamiento subcutaneo con GH sobre la remielinizacion del
cerebro de ratas viejas

Una vez comprobado el efecto remielinizante de la administracién i.c.v. de GH
estudiamos la efectividad de GH administrada periféricamente como un tratamiento alternativo
mas proximo a una posible aplicacion terapéutica. Con este objetivo, ratas de 29 meses de
edad se trataron con GH s.c. (150 pg / 2 veces dia) durante 7 dias y se analizé la expresion de
MBP por Western inmunoblot. La MBP es una proteina constituida por varias especies
moleculares de distinto peso molecular cuyo patron de expresion varia con la edad (Sugiyama
et al., 2002). El analisis por Western inmunoblot permite, por tanto, analizar posibles cambios
en las distintas especies moleculares de MBP.

Como se observa en la Figura 14, nuestros resultados muestran que en las ratas viejas
existe una clara disminucién de los niveles de la isoforma de 21 kDa, tanto en la corteza
cerebral anterior como en el hipocampo, lo que resulta en una menor expresion de MBP
inmunorreactiva total, como hemos expuesto en los resultados obtenidos mediante
inmunohistoquimica. Ademas, se observan distintas bandas de bajo peso molecular que
corresponden con formas degradadas de MBP cuya abundancia también varia con el
envejecimiento. El tratamiento con GH s.c. durante 7 dias no modificé los niveles de la banda
de 21 kDa ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Estos resultados contrastan
con los obtenidos mediante inmunohistoquimica donde observamos que la GH administrada
por via i.c.v. indujo un incremento en la expresion de MBP en el cerebro de las ratas viejas.
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Figura 14. Efecto del tratamiento con GH s.c. sobre la expresion de MBP en diferentes areas del cerebro.
Western inmunoblot frente a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas
jovenes (3m) y ratas viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias). Las graficas
representan la cuantificacion densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por B-actina. Los resultados
se expresan como la media = EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ***, p < 0,001; ns, no significativo.

95



Resultados

2.3.- Mediacion del IGF-l en los efectos de GH sobre la remielinizacion del cerebro
de ratas viejas

Diversas evidencias apoyan la posibilidad de que la GH ejerza acciones directas en el
cerebro. Las acciones directas de GH en el SNC estan avaladas por la presencia de su
receptor en diversas areas del cerebro, incluidas aquellas implicadas en la memoria y en la
funcién cognitiva (Lobie et al., 1993; Nyberg, 2000), y por la evidencia de que la GH cruza la
barrera hematoencefalica (Pan et al., 2005). Sin embargo, muchos de los efectos de GH estan
mediados por el IGF-I, factor con reconocidos efectos neuroprotectores (Fernandez et al.,
1998, 1999; Carro et al., 2000, 2001). Por lo tanto, la GH puede actuar en cerebro directamente
0 a través de la induccion del IGF-I periférico o cerebral.

Con el objetivo de confirmar si la administracién de GH s.c. ejercia 0 no una accion
remielinizante en el cerebro de ratas viejas, seguimos el mismo disefio experimental que en el
apartado anterior sélo que utilizando ratas mas jovenes (24 meses) y determinando la MBP por
inmunohistoquimica, técnica mas sensible que el Western inmunoblot. Ademas, con la finalidad
de definir el papel del IGF-I en el efecto de GH sobre la remielinizacion del cerebro de ratas
viejas, estudiamos la repercusion del bloqueo del R-IGF-I sobre la expresién de MBP en
cerebro inducida por GH. Para ello en un grupo de ratas de 24 meses se bloque6 el R-IGF-I
mediante la administracién de JB-1 (10 6 30 ug), antagonista del R-IGF-I, 30 minutos antes de
la administracion s.c. de GH (150 ug / 2 veces dia) durante 7 dias. Se analiz6 la expresiéon de
MBP mediante inmunohistoquimica en diferentes areas cerebrales.

Los resultados obtenidos se muestran en las fotografias correspondientes a las
regiones de la comisura blanca anterior, del cuerpo calloso y del giro dentado del hipocampo
de diferentes ratas de cada uno de los grupos experimentales (Figura 15). Se observa una
marcada disminucion en la expresién de MBP en la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y
en el giro dentado del hipocampo de las ratas viejas. El tratamiento con GH s.c. revirtid
parcialmente los bajos niveles de expresion de MBP en el cerebro de las ratas viejas, cambio
que no lleg6 a ser estadisticamente significativo. El bloqueo del R-IGF-I abolié la expresion de
MBP inducida por GH en todas las areas cerebrales estudiadas.

En las condiciones experimentales de este estudio se aprecia la tendencia de la
accion remielinizante tras GH s.c. en el cerebro de las ratas viejas. Ademas, se confirma
la mediacion del IGF-I en el efecto remielinizante de GH.
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Figura 15. Efecto del tratamiento con GH y JB-1 sobre la expresion de MBP cerebral. Inmunohistoquimica
frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jovenes (3m), ratas viejas (24m) control y ratas viejas
tratadas con JB-1 (10 y 30 ug) previo a la administracion de GH s.c. (150 ug/ 2 veces dia/ 7 dias). Las fotografias
corresponden a las regiones de la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo. El
diagrama representa la cuantificacion densitométrica de la intensidad de la inmunotincion correspondiente a la
comisura blanca anterior. Los resultados se expresan como media + EE. **, p < 0,01; ns, no significativo.
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2.4.- Efecto de GH sobre la activacion de CREB en el cerebro de ratas viejas

La GH es una de las senales extracelulares implicadas en la regulacion de la
transcripcién mediada por CREB (Cui et al., 2008). En los resultados expuestos en un apartado
anterior demostramos que la GH activa CREB en cultivos de células cerebrocorticales. El
descenso de GH en el envejecimiento podria contribuir a la disminuida activacion de CREB
observada en el SNC de roedores (Foster et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Williams et al.,
2008). Estos antecedentes nos llevaron a evaluar el papel de GH en la activacion de CREB en
el cerebro de la rata vieja.

Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.
(150 pg / 2 veces al dia) durante 7 dias. Se determiné la activacion de CREB por Western
inmunoblot en la corteza cerebral anterior e hipocampo.

Como se muestra en la Figura 16, existe una pronunciada disminucién de la activacion
de CREB en la corteza cerebral anterior e hipocampo de las ratas viejas. La administracion de
GH s.c. a ratas viejas no modifico la activacion de CREB ni en la corteza cerebral anterior ni en
el hipocampo.

Estos resultados indican que, en nuestras condiciones experimentales, la GH no
activa la fosforilacion de CREB en el cerebro de la rata envejecida.
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Figura 16. Efecto de GH sobre la activacion de CREB. Inmunoblots frente a CREB de extractos proteicos de
corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jovenes (3m) y ratas viejas (29m) controles y tratadas con
GH s.c. (150 pg / 2 veces dia / 7 dias). Se muestran las autorradiografias de Western inmunoblots representativos
realizados con un anticuerpo especifico frente a la forma fosforilada, CREB-P (paneles superiores). Las mismas
membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce tanto la forma fosforilada como no fosforilada, CREB-T
(paneles inferiores). Las graficas representan la cuantificacion densitométrica de CREB-P corregida por la forma no
fosforilada de CREB-T. Los resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3
meses. ¥, p < 0,05; ns, no significativo.
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C.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GHRP-6 SOBRE EL PROCESO
DE MIELINOGENESIS

1.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA DIFERENCIACION DE OD EN CELULAS
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS.

La informacion disponible sobre el papel de los GHS y ghrelina en oligodendrogénesis y
mielinizacién del SNC es escasa. Estudios previos han demostrado la presencia del R-GHS1a
en oligodendrocitos (Lee, Chung, et al., 2010). En un modelo de lesién medular el tratamiento
con ghrelina mejora la recuperacion funcional inhibiendo la apoptosis de los oligodendrocitos
(Lee, Chung, et al., 2010; Lee et al., 2011). Ademds, se ha observado una relacién entre los
GHS y otros factores implicados en la mielinizacion del SNC como el IGF-1'y el BDNF (Frago et
al., 2002; Lee, Chung, et al., 2010).

Estos antecedentes nos llevaron a estudiar el papel de los GHS en el proceso de
mielinizacion del cerebro de rata durante el desarrollo embrionario. Con este objetivo, células
cerebrocorticales embrionarias se expusieron a diferentes concentraciones de GHRP-6 (10° M
a 10°M).

En la Figura 17, se muestran los resultados del efecto del tratamiento con diferentes
concentraciones de GHRP-6 sobre la expresion de MBP en cultivos de células
cerebrocorticales embrionarias. Como se observa en las fotografias, el tratamiento con GHRP-
6 indujo la expresién de MBP a todas las concentraciones estudiadas (10° M a 10° M),
observandose un efecto dosis-respuesta con un pico méaximo a concentraciones de 10 M y un
menor efecto a concentraciones superiores o inferiores.

MBP

o T ~

Figura 17: Efecto del tratamiento con GHRP-6 sobre la expresion de MBP en células cerebrocorticales
embrionarias. Estudio inmunocitoquimico. Después de 8 DIV, las células cerebrocorticales fueron incubadas con
distintas concentraciones de GHRP-6 (10° M a 10 M) durante 4 dias. El analisis inmunocitoquimico se efectud con
un anticuerpo monoclonal frente a MBP.
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Estos resultados evidencian por primera vez que GHRP-6 es capaz de promover la
oligodendrogénesis en el cerebro durante el desarrollo embrionario y sugieren que la
ghrelina pueda jugar un papel relevante en el proceso de mielinizacion del cerebro
durante este periodo.

2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA REMIELINIZACION DEL
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO

2.1.- Efecto del tratamiento con GHRP-6 subcutaneo sobre la remielinizacion del
cerebro de ratas viejas

La activacion por GH de la remielinizacion del cerebro de ratas viejas junto con el
estimulo por GHRP-6 del proceso de oligodendrogénesis in vitro nos llevé a estudiar el efecto
del tratamiento con GHRP-6 in vivo sobre la hipomielinizacion del cerebro de ratas viejas. Con
este objetivo un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con GHRP-6 s.c.
(20 pg/Kg / 2 veces dia) durante 15 dias.

En la Figura 18 se muestran las fotografias correspondientes a las regiones de la
comisura blanca anterior, del cuerpo calloso y del giro dentado del hipocampo de diferentes
ratas de cada uno de los grupos experimentales. Como en los estudios previos, se observa una
marcada disminucién en la expresién de MBP en la comisura blanca anterior, el cuerpo calloso
y el giro dentado del hipocampo de las ratas viejas. En todas las areas estudiadas el
tratamiento con GHRP-6 s.c. incrementé el nivel de expresiéon de MBP en ratas viejas, llegando
en algunas ratas a ser similar al existente en ratas adultas jovenes.

Con el fin de confirmar los cambios en la expresién de MBP observados tras el
tratamiento con GHRP-6 detectados por inmunohistoquimica, se realiz6 un nuevo estudio
donde se analiz6 la expresion de MBP por Western inmunoblot. Con este objetivo un grupo de
ratas de 29 meses de edad se traté con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia) durante 15 dias.
Como se observa en la Figura 19, existe una clara disminucién de los niveles de la isoforma de
21 kDa de MBP en las ratas viejas, tanto en la corteza cerebral anterior como en el hipocampo.
El tratamiento con GHRP-6 incrementé significativamente la expresion de la isoforma de
21 kDa en la corteza cerebral anterior, sin provocar cambios en el hipocampo.

Estos resultados son la primera evidencia de que GHRP-6 promueve la
remielinizacion en el cerebro de ratas viejas.
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Figura 18 Efecto del tratamiento con GHRP 6 s.c. sobre la expresion de MBP en diferentes areas del cerebro.
Inmunohistoquimica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jévenes (3m) y ratas viejas (24m)
controles y tratadas con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Las fotografias corresponden a la comisura
blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo. Se representa en A la cuantificacion de la densidad
Optica de la tincion de MPB en la comisura blanca anterior en los tres grupos experimentales. Los resultados se
expresan como la media + EE. **, p < 0,01, ***, p < 0,001.
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Figura 19. Efecto del tratamiento con GHRP-6 s.c. sobre la expresion de MBP en el cerebro. Inmunoblot frente
a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jévenes (3m) y ratas viejas
(29m) controles y tratadas con GHRP-6 s.c (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Autorradiografias correspondientes a
Western inmunoblot representativos realizados con un anticuerpo especifico frente a MBP. Las gréaficas representan
la cuantificacion densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por B-actina, y en porcentaje con respecto
al grupo de 3 meses. Los resultados se expresan como la media = EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses.
** p <0,01;**, p<0,001; ns, no significativo.

2.2.- Papel del IGF-I en la remielinizaciéon inducida por GHRP-6 en el cerebro de
ratas viejas

La accién remielinizante de GHRP-6 observada en el cerebro podria estar mediada por
la activacion del sistema GH/IGF-I a nivel hipofisario o de otras areas cerebrales.

Con la finalidad de investigar un posible papel del IGF-1 en el efecto de GHRP-6 sobre
la remielinizacion del cerebro de ratas viejas, se estudié la repercusién del bloqueo del R-IGF-I
sobre la expresion de MBP en cerebro inducida por GHRP-6. Para ello, 30 minutos antes de la
administracion de GHRP-6 se bloque6 el R-IGF-I mediante la administracién del antagonista de
IGF-1 JB-1(10 6 30 pg).

En la Figura 20 se muestran fotografias correspondientes a las regiones de la comisura
blanca anterior, del cuerpo calloso y del giro dentado del hipocampo de diferentes ratas de
cada uno de los grupos experimentales. Se observa una marcada disminucién en la expresion
de MBP en la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo de las
ratas viejas. De nuevo confirmamos que el tratamiento con GHRP-6 s.c. revierte los bajos
niveles de expresién de MBP en el cerebro de las ratas viejas. El bloqueo del R-IGF-I abole la
accién remielinizante de GHRP-6 a las dos dosis estudiadas de 10 y 30 ug.
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Estos resultados sugieren fuertemente que el efecto de GHRP-6 sobre la
remielinizacion del cerebro de ratas viejas esta mediado por IGF-I.
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Figura 20. Efecto del tratamiento con GHRP-6 y JB-1 sobre la expresion de MBP en diferentes areas del
cerebro. Inmunohistoquimica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jovenes (3m), ratas
viejas (29m) control y ratas viejas tratadas con JB-1(10 pg y 30 pg) previo a la administracion de GHRP-6 s.c.
(20 png/Kg / 2 veces dia/ 15 dias). Las fotografias corresponden a las regiones de la comisura blanca anterior, cuerpo
calloso y giro dentado del hipocampo. Se representa en A la cuantificacion de la densidad éptica de la tincion de
MPB en la comisura blanca anterior en los diferentes grupos experimentales. Los resultados se expresan como
media + EE. **, p < 0,01.
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3.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA ACTIVACION DE CREB EN EL CEREBRO DE
RATAS VIEJAS

El papel de los GHS en la activacion de CREB ha sido poco explorado. Estudios
recientes donde se evidencia que tanto la ghrelina (Ma et al., 2011) como GHRP-6 (Tian et al.,
2010) activan CREB, sugieren un papel de los GHS en la transcripcién mediada por CREB.
Estos antecedentes nos llevaron a estudiar si GHRP-6 podria activar la fosforilacion de CREB
en el cerebro de la rata vieja.

Con este objetivo, un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GHRP-6 s.c.
(20 pg/Kg / 2 veces dia) durante 15 dias. Finalizado el tratamiento se determiné la activacion
de CREB por Western inmunoblot en la corteza cerebral anterior e hipocampo.

Como se observa en la Figura 21, la administracion de GHRP-6 a ratas viejas no
modificod la disminuida activacion de CREB ni en la corteza cerebral anterior ni en el
hipocampo.

Estos resultados indican que en nuestras condiciones experimentales GHRP-6 no
activa la fosforilacion de CREB en el cerebro de la rata vieja.
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Figura 21. Efecto de GHRP-6 sobre la activacion del factor de transcripcion CREB en el cerebro. Inmunoblot
frente a CREB de extractos proteicos de la corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jévenes (3m) y
ratas viejas (29m) controles y tratadas con GHRP-6 s.c. (20 pg/Kg/ 2 veces dia / 15 dias). Se muestran las
autorradiografias de Western inmunoblots representativos realizados con un anticuerpo especifico frente a la forma
fosforilada, CREB-P (paneles superiores). Las mismas membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce
tanto la forma fosforilada como no fosforilada, CREB-T (paneles inferiores). Las graficas representan la
cuantificacion densitométrica de CREB-P corregida por la forma no fosforilada de CREB-T. Los resultados se
expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; ns, no significativo.
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D.- ALTERACIONES DE BDNF RELACIONADAS CON EL
ENVEJECIMIENTO

1.- Expresion del ARNm de BDNF en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Numerosos estudios han implicado a BDNF en los procesos que regulan la
mielinizacién tanto en el SNC como en el SNP (McTigue et al., 1998; Chan et al., 2001;
Cosgaya et al., 2002; Hempstead y Salzer, 2002; Notterpek, 2003; Tolwani et al., 2004). El
efecto del envejecimiento en la expresion del ARNm de BDNF y de su proteina en cerebro es
controvertido. En funcién de la especie, el area estudiada y la técnica de cuantificacién utilizada
se han descrito aumentos (Katoh-Semba et al., 1998), disminuciones (Narisawa-Saito y Nawa,
1996; Hayashi et al., 1997; Croll et al., 1998; Murer et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Silhol
et al., 2005) o no alteraciones (Croll et al., 1998; Katoh-Semba et al., 1998; Webster et al.,
2002; Bimonte et al., 2003) de su expresion.

Estudios previos indican la existencia de una interrelacién entre BDNF y el sistema
GH/IGF-I. Se ha observado que la infusion periférica de IGF-I produce un aumento cualitativo
en la inmunotincién de BDNF en el hipocampo (Carro et al., 2001), e incluso revierte
parcialmente la disminucion de BDNF debida a una lesion (Kazanis et al., 2004). El tratamiento
con ghrelina induce la expresion de BDNF en el hipocampo (Ma et al., 2011). Estos
antecedentes nos indujeron a analizar la expresién de BDNF en el cerebro de ratas viejas y su
posible modulacién por GH o GHRP-6.

Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.
(150 ug / 2 veces dia) durante 7 dias o con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia) durante 15
dias. Se analiz6 la expresién del ARNm de BDNF por PCR a tiempo real en la corteza cerebral
anterior e hipocampo.

Como se observa en la Figura 22 tanto en la corteza cerebral anterior como en el
hipocampo los niveles del ARNm de BDNF en ratas viejas fueron significativamente menores
que en las ratas adultas jovenes. El tratamiento con GH increment6 la expresion del ARNm de
BDNF en la corteza cerebral anterior, mientras que GHRP-6 la disminuy6. No se observé
ningun efecto sobre la expresion del ARNm de BDNF en el hipocampo tras el tratamiento con
GH o GHRP-6.
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Figura 22. Expresion del ARNm de BDNF en el cerebro. Cuantificacién de los niveles del ARNm de BDNF en la
corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3m) y viejas (29m)
controles y tratadas con GH s.c. (150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los
resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; **, p < 0,01;
ns, no significativo.

2.- Expresion del ARNm de BDNF en la hipéfisis de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Aunque la presencia de BDNF y de su receptor TrkB en la hipdfisis se evidencidé hace
mas de una década (Kononen et al., 1995; Conner et al., 1996; HOpker et al., 1997) su funcién
no estd claramente definida. Se ha sugerido que el BDNF de la hipdfisis anterior esta
involucrado en el control de la funcién tiroidea (Rage et al., 2007) asi como en la regulacién del
eje hipofisio-adrenal (Kononen et al., 1995). No existe consenso sobre las alteraciones en la
expresion del ARNm de BDNF y de su proteina en la hipéfisis durante el envejecimiento.

En este estudio hemos investigado los cambios en la expresién del ARNm de BDNF
hipofisario relacionados con el envejecimiento y su posible regulacion por manipulaciones del
eje somatotropo. Para ello hemos utilizado el disefio experimental expuesto en el anterior
apartado.

106



Resultados

En la Figura 23 se muestran los niveles del ARNm de BDNF en la hipdfisis en el
envejecimiento y el efecto del tratamiento con GH o GHRP-6. De acuerdo con algunos estudios
previos (Rage et al., 2007) observamos un aumento de la expresién del ARNm de BDNF en la
hipdfisis de ratas viejas que disminuy6 tras el tratamiento con GH pero no con GHRP-6.
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Figura 23. Expresion del ARNm de BDNF en la hipéfisis. Cuantificacién de los niveles del ARNm de BDNF
mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c.
(150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los resultados se expresan como la
media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ***, p < 0,001; ns, no significativo.

Estos resultados indican que el envejecimiento induce cambios en la expresion
del ARNm de BDNF que son especificos de tejido, aumentando en la hipéfisis y
disminuyendo en las areas cerebrales estudiadas.

El tratamiento con GH, pero no con GHRP-6, revierte los cambios en la expresion
del ARNm de BDNF en la corteza cerebral anterior e hipéfisis, o que sugiere una relacion
entre GH y BDNF en ambos 6rganos, y evidencia que la GH regula la expresion de BDNF
en el envejecimiento
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E.- ALTERACIONES INFLAMATORIAS EN EL CEREBRO
RELACIONADAS CON EL ENVEJECIMIENTO

1.- EXPRESION DE CITOQUINAS EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS: EFECTO
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6

El envejecimiento cerebral se ha asociado con un cierto grado de inflamacién crénica.
Estudios previos han evidenciado un aumento relacionado con la edad en la expresion de
ciertas citoquinas proinflamatorias como la IL-18 y el TNF-aq, principalmente en el hipocampo y
en areas concretas de la corteza cerebral (Murray et al., 1997; Ye y Johnson, 1999; Terao et
al., 2002; Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Bodles y Barger, 2004; Maher et al., 2004;
Sandhir et al., 2004; Nolan et al., 2005; Sierra et al., 2007). La inflamacién cronica subyacente
en el SNC puede favorecer el proceso desmielinizante que se observa en el cerebro
envejecido. En este sentido, estudios in vitro han demostrado que el TNF-a induce
desmielinizacidon (Selmaj y Raine, 1988). La esclerosis multiple, proceso inflamatorio cerebral,
cursa con desmielinizacién del SNC.

Durante las ultimas décadas numerosos estudios han puesto de manifiesto una intima
relacion entre el sistema endocrino y el sistema inmune (Hattori, 2009). Aunque se conoce que
la GH ejerce diversas funciones sobre las células y érganos del sistema inmune (Hattori, 2009),
su papel etiopatolégico es controvertido. Los GHS, ademas de inducir la secrecién de GH,
ejercen potentes efectos en la regulacién de la inflamacién y de las citoquinas inflamatorias
(Taub, 2008; Hattori, 2009) inhibiendo la expresion de citoquinas proinflamatorias como la IL-
1B, IL-6 y TNF-a en diversos modelos experimentales.

1.1.- Expresion del ARNm de la IL-1B en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Estos antecedentes nos llevaron a estudiar el patron de expresion de las citoquinas
proinflamatorias IL-1B8 y TNF-a y de la citoquina antiinflamatoria IL-10 en la corteza cerebral
anterior e hipocampo de ratas viejas y a evaluar el efecto del tratamiento con GH y GHRP-6
sobre estos parametros.

Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.
(150 pg / 2 veces al dia) durante 7 dias o con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces al dia) durante
15 dias. Una vez finalizado el tratamiento se valoraron los niveles de los ARNms de la IL-18,
IL-10 y el TNF-a en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo mediante PCR a tiempo real.

Como se muestra en la Figura 24, los niveles del ARNm de la IL-18 no se modifican en
la corteza cerebral anterior de las ratas viejas pero si en el hipocampo, donde aparecen
significativamente aumentados. El tratamiento con GH produjo un incremento significativo en
los niveles del ARNm de IL-1B tanto en la corteza cerebral anterior como en el hipocampo de
las ratas viejas. Por el contrario, GHRP-6 no modificé los niveles del ARNm de la IL-1B en la
corteza cerebral anterior mientras que produjo una disminucién en el hipocampo.
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Nuestros resultados confirman un aumento asociado con la edad de la IL-1B en el
hipocampo sin observarse cambios significativos en la corteza cerebral anterior y
sugieren un papel estimulador de la GH de la expresion de la IL-1B en ambas areas
cerebrales. Por el contrario, los efectos observados tras el tratamiento con GHRP-6
sugieren que GHRP-6 pueda atenuar los cambios inflamatorios relacionados con la edad
que ocurren en el hipocampo.
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Figura 24. Expresion del ARNm de la IL-1B en el cerebro. Cuantificaciéon de los niveles del ARNm de la IL-1B en
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3 m) y viejas (29m)
controles y tratadas con GH s.c. (150 pyg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los
resultados se expresan como la media £ EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05 ; **, p < 0,01;
ns, no significativo.

1.2.- Expresion del ARNm de TNF-a en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

No se observaron cambios significativos relacionados con el envejecimiento en la
expresion del ARNm de TNF-a ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo (Figura 25).
El tratamiento con GH produjo un aumento significativo en los niveles del ARNm de TNF-a en
la corteza cerebral anterior de las ratas viejas pero no en el hipocampo. Sin embargo, el
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tratamiento con GHRP-6 no modificé significativamente los niveles del ARNm de TNF-a en
ninguna de las areas estudiadas.

Estos resultados indican que la expresion de TNF-a en el cerebro de ratas viejas
no se altera en las areas cerebrales estudiadas. El tratamiento con GH, pero no con
GHRP-6, induce la expresion del ARNm de TNF-a en la corteza cerebral anterior.
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Figura 25. Expresion del ARNm de TNF-a en el cerebro. Cuantificaciéon de los niveles del ARNm de TNF-a en la
corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m)
controles y tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los
resultados se expresan como la media * EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; ns, no
significativo.

1.3.- Expresion del ARNm de la IL-10 en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

En la Figura 26 se muestran los resultados del tratamiento con GH o GHRP-6 sobre la
expresion del ARNm de la IL-10. Se observa una tendencia a una disminucién de la expresién
de la IL-10 en el cerebro de la rata vieja junto con un cierto estimulo tras el tratamiento con GH
y, sobre todo, con GHRP-6. Ninguno de estos cambios son significativos dada la dispersion de
los datos.
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Estos resultados sugieren que la expresion de la IL-10 no se altera
significativamente, al menos en las areas cerebrales estudiadas, durante el
envejecimiento. El tratamiento con GH o GHRP-6 no modifica la expresion de la IL-10 en
las areas cerebrales analizadas.

CORTEZA CEREBRAL ANTERIOR

w ns ns o ns ns !
Y 150 ; . X - W 150 - f '
.H
e E o E
[} m FI'
= 2 100 { 4 & 100 - [
O o 0
S £ s g
E o E
Z X 50 1 § « 50 -
- ¢ 2
< <3
g <
o o
S 0 S 0
C C GH ~ C C GHRP-6
3 meses 29 meses 3 meses 29 meses
HIPOCAMPO
o ns ns ™ ns ns
w 200 - f 1T 1 W 250 - r 17 1
+H H
€ £ .
25 450 g 5 200
= @ = o
2@ T @ 150 A
[} 4]
T £ 100 - T £
€ £ e« 100 -
Z .o Z o
Y s~ 50 [N
< I < . 50 o
< <
‘:35 o g o
~ (] (] GH = C C GHRP-6
3 meses 29 meses 3 meses 29 meses

Figura 26. Expresion del ARNm de la IL-10 en el cerebro. Cuantificacién de los niveles del ARNm de la IL-10 en
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m)
controles y tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg /2 veces dia/ 15 dias). Los
resultados se expresan como la media = EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ns, no significativo.

1.4.- Expresion del ARNm de CXCL12 en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

CXCL12 se expresa constitutivamente en el SNC donde participa en el proceso de
mielinizacién durante el desarrollo (Stumm et al., 2003). Ademas, se ha observado que la
sefalizacién mediada por CXCL12 y su receptor CXCR4, regula la migracién, proliferacién y
diferenciacién de precursores neurales en el SNC tras lesiones desmielinizantes (Carbajal et
al., 2010; Patel et al., 2010). Los resultados expuestos en anteriores apartados indican que
tanto la administracion de GH como la de GHRP-6 es capaz de revertir la disminucién de la
expresion de MBP cerebral observada en animales viejos, lo que implica una activaciéon del
proceso de remielinizacion del cerebro en el que CXCL12 podria estar implicado.

111



Resultados

Basados en estos antecedentes nos propusimos estudiar el patron de expresién de
CXCL12 en la corteza cerebral anterior e hipocampo de las ratas viejas e investigar el efecto de
GH o GHRP-6 sobre este parametro.

Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.
(150 pg / 2 veces al dia) durante 7 dias o con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces al dia) durante
15 dias. Una vez finalizado el tratamiento se valoraron los niveles del ARNm de CXCL12 en la
corteza cerebral anterior y en el hipocampo mediante PCR a tiempo real.

Como se muestra en la Figura 27, el envejecimiento no alter6 los niveles del ARNm de
CXCL12 ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Tampoco el tratamiento con GH
o con GHRP-6 produjo cambios significativos en los niveles del ARNm de CXCL12 en dichas
areas.

Estos resultados muestran que el envejecimiento no afecta a la expresion del
ARNm de CXCL12 en el cerebro. El tratamiento con GH o GHRP-6 no produce ningun
cambio en los niveles de CXCL12, lo que sugiere que CXCL12 no participa en la
remielinizacion observada con estos tratamientos.
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Figura 27. Expresion del ARNm de CXCL12 en el cerebro. Cuantificacién de los niveles del ARNm de CXCL12 en
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3m) y viejas (29m)
controles y tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los
resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ns, no significativo.
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2.- EXPRESION DE CITOQUINAS EN LA HIPOFISIS DE RATAS VIEJAS: EFECTO
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6

2.1.- Expresion de los ARNms de IL-1B y TNF-a en la hipéfisis de ratas viejas:
efecto del tratamiento con GH o GHRP-6

Los sistemas inmune y endocrino mantienen una comunicacion bidireccional. Al igual
que las células inmunes, las células neuroendocrinas segregan citoquinas y expresan sus
receptores. Esta bien establecido que tanto la IL-18 como el TNF-a pueden modular
directamente la secrecién de la GH a través de receptores especificos en el hipotdlamo y en la
hipéfisis (Dinarello et al., 1986; Uehara et al., 1987; Scarborough, 1990; Elsasser et al., 1991).
Por otro lado, se cree que la GH también modula la secrecion de monoquinas (Bozzola et al.,
2003).

En esta parte del estudio analizamos el patron de expresién de las citoquinas IL-1B y
TNF-a en la hipdfisis de ratas viejas y evaluamos el efecto de la GH y el GHRP-6.

Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.
(150 pg/2 veces al dia) durante 7 dias o con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces al dia) durante 15
dias. Una vez finalizado el tratamiento se valoraron los niveles de los ARNms de la IL-1B y el
TNF-a en la hipéfisis mediante PCR a tiempo real.

Como se muestra en la Figura 28 no se observaron diferencias en la expresion de los
ARNms de la IL-18 y TNF-a en la hipdfisis entre las ratas adultas jovenes y las ratas viejas. El
tratamiento con GH produjo un aumento significativo en los niveles de los ARNms de la IL-1B y
el TNF-a en la hipdfisis de las ratas viejas, mientras que el tratamiento con GHRP-6 aument6
significativamente los niveles del ARNm de la IL-1B pero no los del TNF-a.

Estos resultados sugieren que los niveles de expresion de los ARNms de la IL-18
y del TNF-a en la hipoéfisis no sufren alteraciones asociadas al envejecimiento. La
induccion de la expresion de la IL-18 por GH y GHRP-6 y del TNF-a por GH pone de
manifiesto una gran sensibilidad del patrén inflamatorio hipofisario a GH y a GHRP-6
durante el envejecimiento.
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Figura 28. Expresion de los ARNms de IL-18 y TNF-a en la hipoéfisis. Cuantificacion de los niveles de los ARNms
de IL-1B y TNF-a en la hipéfisis mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m) controles y
tratadas con GH s.c. (150 ug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia/ 15 dias). Los resultados
se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; **, p < 0,01, ***, p<0,001;
ns, no significativo.

2.2.- Expresion del ARNm de CXCL12 en la hipdfisis en ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Aunque su papel fisioldgico no esta definido, algunos estudios han evidenciado que la
interaccién entre CXCL12 y CXCR4 interviene en la regulacién de la secrecién hormonal de la
hipéfisis anterior (Florio et al., 2006; Massa et al., 2006) y en particular de GH (Lee et al.,
2008). Se ha demostrado la expresién de CXCR4 en células somatotropas. In vitro en células
hipofisarias normales y células tumorales GH4C1 y GH3 se ha observado la participacion de
CXCL12 en la regulacién de la secrecion de GH y en la proliferacion de células somatotropas
normales y tumorales (Lee et al., 2008). Se ha sugerido su implicacion en la etiopatogenia de
adenomas hipofisarios (Barbieri et al, 2007). Aunque recientemente Horiguchi et al. (2012) ha
demostrado la expresion de CXCL12 en células de la hipéfisis anterior, se desconoce el efecto
del envejecimiento en su expresion hipofisaria.

En esta parte del estudio nos propusimos analizar el patron de expresion de CXCL12 en

la hipofisis de ratas viejas y su posible regulacién por GH o GHRP-6. Con este objetivo un
grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c. (150 pg / 2 veces al dia) durante 7 dias o
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con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces al dia) durante 15 dias. Una vez finalizado el tratamiento
se valoraron los niveles del ARNm de CXCL12 en la hipdfisis de rata mediante PCR a tiempo
real.

Como se muestra en la Figura 29 el envejecimiento va acompanado de un aumento
significativo de los niveles del ARNm de CXCL12 en la hipéfisis de ratas viejas. Ni el
tratamiento con GH ni con GHRP-6 modifico la expresion del ARNm de CXCL12 en la hipdfisis.
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Figura 29. Expresion del ARNm de CXCL12 en la hipdfisis. Cuantificacién de los niveles del ARNm de
CXCL12 en la hipéfisis mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas
con GH s.c. (150 pg / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces dia / 15 dias). Los resultados se
expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; **, p < 0,01; ns, no
significativo.

Estos resultados muestran que la expresion de CXCL12 en la hipéfisis aumenta
con la edad, sugiriendo su implicacion en las alteraciones funcionales y morfolégicas
que ocurren en la hipéfisis envejecida.

El estudio de la expresion de las citoquinas IL-1B, TNF-a e IL-10 y de CXCL12
confirma la existencia de una interrelacion entre los sistemas endocrino, inmune y el
SNC y muestran que las alteraciones inflamatorias que acompanan al envejecimiento
son area y citoquina-especificos.
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F.- ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DE LA MEMORIA EN EL
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6

Las alteraciones cognitivas que acompanan al proceso de envejecimiento coinciden con
una progresiva disminucién de las concentraciones circulantes de GH y este declinar cognitivo
mejora mediante el tratamiento con GH (van Dam et al., 2000). Aunque con resultados
contradictorios, varios estudios en humanos han tratado de establecer una correlacion entre los
niveles circulantes de IGF-I y la funciéon cognitiva en ancianos (Sonntag et al., 2005). Los
estudios basados en terapia sustitutiva con GH o IGF-I en ancianos son escasos y no
concluyentes (Papadakis et al., 1995; Friedlander et al.; 2001). La asociacién entre la GH y los
procesos cognitivos esta fuertemente soportada por estudios en roedores que apoyan la
hipbétesis de que las alteraciones cognitivas relacionadas con la vejez son, al menos en parte,
debidas al declinar del sistema GH/IGF-I (Sonntag et al., 2000; Ramsey et al., 2004; Schneider-
Rivas et al., 2007).

Basados en estos antecedentes, en esta parte del estudio evaluamos, analizando el
comportamiento de alternancia espontanea mediante el test del laberinto en Y, el efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6 sobre ciertas alteraciones cognitivas de las ratas viejas.

Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.
(150 pg / 2 veces al dia) durante 7 dias o con GHRP-6 s.c. (20 ug/Kg / 2 veces al dia) durante
15 dias. Todas las ratas, jovenes adultas y viejas, se sometieron al test del laberinto en Y. Se
realizé un primer test del laberinto a todas las ratas previamente al tratamiento con GH o
GHRP-6, y un segundo test finalizado el tratamiento. Se cuantificdé el niumero de entradas
totales asi como el porcentaje de alternancia espontanea de cada animal durante 5 minutos.

En la Figura 30 se muestran los resultados del tratamiento con GH o GHRP-6 en el
comportamiento de alternancia espontaneay en el numero de entradas totales en el Test del
Laberinto en Y. En el primer test, observamos en las ratas viejas una disminucién, aunque no
significativa, en el comportamiento de alternancia espontanea y en el nimero de entradas
totales. En el segundo test, se observa un empeoramiento de estos parametros una
disminucién significativa en el comportamiento de alternancia espontédnea y en el numero de
entradas en las ratas viejas no tratadas con respecto a las ratas adultas. Tras el tratamiento
con GH o GHRP-6 no se aprecia el empeoramiento de parametros en las ratas viejas.

Estos resultados sugieren que tanto la GH como el GHRP-6 pueden mejorar
ciertas alteraciones cognitivas de las ratas viejas.
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Figura 30. Efecto del tratamiento con GH o GHRP-6 en el comportamiento de alternancia espontanea y en el
numero de entradas totales en el test del laberinto en Y. Cuantificacion del comportamiento de alternancia
espontanea y del nimero de entradas totales mediante el test del laberinto en Y en ratas adultas jovenes (3m) y
viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 pug / 2 veces dia / 7 dias) o GHRP-6 s.c.
(20 pg/Kg / 2 veces dia / 15 dias). El test del laberinto en Y se realiz6 antes (primer test) y después del tratamiento
(segundo test). Los resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *,
p<0,05; ns, no significativo.U.A. (Unidades Arbitrarias).
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G.- VIP Y ENVEJECIMIENTO

1.- ALTERACIONES DE LAS CELULAS VIPERGICAS CEREBRALES EN EL
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH

El VIP se expresa en altas concentraciones en la corteza cerebral, hipocampo,
amigdala e hipotalamo (Dickson y Finlayson, 2009) donde ejerce funciones neuroprotectoras,
neurotréficas y proliferativas (Dejda et al., 2005). En el envejecimiento existe una disminucién
en el numero de neuronas inmunorreactivas de VIP en diversas areas cerebrales (Chee et al.,
1988; Andreose et al., 1994; Cha et al., 1997) asi como una reduccion de su expresion génica
(Gozes et al., 1988; Krajnak et al., 1998; Duncan et al., 2001; Kall6é et al., 2004). Dadas sus
importantes funciones neuroprotectoras la disminucion de VIP en el envejecimiento puede estar
asociada a las alteraciones estructurales y cognitivas observadas en esta etapa de la vida. En
estudios previos (Lara et al., 1994) evidenciamos que el IGF-1 es un inductor de la expresion
génica de VIP. Por consiguiente, la depresién del sistema GH/IGF-I que ocurre en el
envejecimiento podria estar asociada al decaimiento de la expresién de VIP.

Con el objetivo de confirmar esta hipotesis, estudiamos el efecto del tratamiento con GH
sobre el nimero de neuronas vipérgicas en el cerebro de la rata vieja. Para ello un grupo de
ratas viejas de 28 meses de edad se trataron con GH i.c.v. (0,5 pg/h) durante 7 dias. Finalizado
el tratamiento se analizé mediante inmunohistoquimica el numero y las caracteristicas
morfolégicas de las neuronas vipérgicas en el cerebro.

En la Figura 31 se muestran las fotografias correspondientes a la hendidura cerebral de
ratas representativas de los diferentes grupos experimentales. Nuestros resultados confirman
un marcado descenso del numero de neuronas vipérgicas en las ratas viejas controles con
respecto a las ratas adultas. Ademas, en las ratas viejas se observa una alteracién de la
morfologia de las células vipérgicas (panel C) con una pérdida de su forma bipolar
caracteristica y una disminucién y acortamiento de las prolongaciones dendriticas. El
tratamiento con GH induce un incremento en el numero de células vipérgicas y una
recuperacion de las prolongaciones dendriticas propias de estas células.

Estos datos demuestran por primera vez que la administracion de GH i.c.v. es
capaz de revertir la disminucion en el numero de células vipérgicas asi como sus
alteraciones morfolégicas en el cerebro de las ratas viejas.
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3 meses 28 meses

CONTROL CONTROL

Figura 31. Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre el numero y la morfologia de las células vipérgicas en el
cerebro de ratas viejas. Inmunochistoquimica frente a VIP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jovenes
(3m) y ratas viejas (28m) controles y tratadas con GH i.c.v. (0,5 yg/h / 7 dias). Las fotografias corresponden a la
hendidura cerebral de los hemisferios cerebrales. Se muestran 3 ratas representativas de cada grupo experimental.
Panel A: detalle de la hendidura cerebral (10X). Panel B: detalle de la hendidura cerebral (40X). Panel C: células
vipérgicas de la corteza cerebral (100X).

2.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE VIP SOBRE EL PROCESO DE
MIELINOGENESIS

Entre las funciones neuroprotectoras de VIP, va adquiriendo progresiva solidez su
implicacién en el proceso de mielinizacion. VIP estimula la regeneracion axonal y promueve la
remielinizacion del nervio ciatico tras axotomia (Rayan et al., 1995; Zhang et al., 2002). La
administracién intracerebroventricular de VIP a ratones recién nacidos previene las lesiones
inducidas por excitotoxicidad en la sustancia blanca (Gressens et al., 1998). En la encefalitis
experimental autoinmune, enfermedad desmielinizante del SNC, la administracion de VIP
protege frente a la recurrencia de la enfermedad (Gonzalez-Rey, Chorny, et al., 2006). Estas
evidencias, junto con los resultados expuestos anteriormente, donde se demuestra que el
tratamiento con GH aumenta el nimero de neuronas vipérgicas en el cerebro de ratas viejas,
sugieren que VIP pueda contribuir a los efectos remielinizantes de la GH en el cerebro
envejecido.

Con el fin de investigar esta hipdtesis nos planteamos estudiar el efecto del tratamiento

con VIP en la mielinizacion del cerebro de rata durante el desarrollo embrionario y en el
envejecimiento.
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2.1.- EFECTO DE VIP SOBRE LA OLIGODENDROGENESIS EN CELULAS
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS

2.1.1- Efecto de VIP sobre el numero de precursores de OD y de OD maduros.

Para el estudio de la accion de VIP en la oligodendrogénesis durante el periodo
perinatal utilizamos cultivos de células cerebrocorticales embrionarias. El estudio de la accién
de VIP sobre los pre-OD se efectu6 mediante inmunocitoquimica frente al antigeno lipidico O4.
El efecto de VIP sobre el numero de OD maduros se investigd mediante inmunocitoquimica
frente a MBP.

En la Figura 32 se observan los resultados del tratamiento con VIP sobre los
precursores de OD y OD maduros. VIP indujo un incremento tanto en el nimero de las células
04 (+) como de células MBP (+) respecto al control a todas las concentraciones utilizadas, con
un efecto maximo a la concentracion de 10" M, indicando que VIP es capaz de incrementar
tanto la proliferacion de preOD como la progresion de los mismos a OD maduros capaces de
expresar MBP

O4 MBP

Figura 32. Efecto del VIP en el numero de células inmunoreactivas a 04 y MBP. Después de 4 DIV, las células
cerebrocorticales fueron incubadas con VIP (107 M a 10™'® M) durante 7 dias (O4) u 8 dias (MBP). Transcurridos
estos tiempos la expresion de O4 y MBP se determiné mediante inmunocitoquimica. C, control.
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Estos resultados evidencian que VIP es un importante factor de la diferenciacion
de los oligodendrocitos confirmandose la implicacion de VIP en el proceso de
oligodendrogénesis y consecuentemente en el proceso de maduracion cerebral durante
el desarrollo embrionario.

2.1.2.- Efecto de los inhibidores LY, PD y H89 en la induccion de MBP y/o O4 por
VIP

VIP inicia sus acciones bioldgicas incrementando la sintesis de AMPc y la activacion de
la PKA. Ademas, estudios recientes indican que VIP induce la activacién de las vias MAPK
(Fernandez et al., 2005), PIBK y PKC en diferentes tipos celulares. Demostrada la capacidad
de VIP de activar las vias de senalizacion PKA, MAPK y PI3K en células cerebrocorticales
(datos no mostrados) estudiamos su participacién en el proceso de oligodendrogénesis y en el
efecto de VIP sobre el mismo.

Para ello, tras bloquear con inhibidores especificos cada una de las vias de sefalizacion
se estudié la expresién de MBP y O4 por inmunocitoquimica en células cerebrocorticales
tratadas o no con VIP. La via de sefalizacion de PI3K se bloqued con el inhibidor LY294002
(LY). Para la inhibicion de la via de las MAPK se utiliz6 el inhibidor PD098059 (PD) y se inhibio
la via de la PKA con el inhibidor H89.

Como se muestra en la Figura 33, la presencia del inhibidor LY294002 bloqueé el
incremento de MBP en respuesta a VIP con un efecto maximo a la dosis de 10 uM. La
presencia sélo del inhibidor disminuy6 la expresion basal de MBP lo que sugiere que la via de
la PI3K participa en el proceso basal de oligodendrogénesis y en la induccion por VIP de dicho
proceso.

MBP

Figura 33. Efecto del bloqueo de la via PI3K con el inhibidor LY294002 sobre la induccion de MBP por VIP.
Estudio inmunocitoquimico. Después de 4 dias de cultivo las células cerebrocorticales fueron tratadas durante 30
minutos con LY294002 a dosis de 2,5, 10 y 12,5 uM, y finalmente incubadas en ausencia C (paneles superiores) o
en presencia de VIP (10"" M) (paneles inferiores) durante 8 dias. El nimero de células MBP (+) se analizé por
inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal frente a MBP.
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En la Figura 34 se muestran los resultados obtenidos tras la inhibicién de la via MAPK
con el inhibidor PD098059. El bloqueo de las MAPK con el inhibidor PD098059 produjo una
disminucién parcial en el numero de células MBP (+) con dosis de 15 uM que fue total con la
dosis maxima utilizada (50 uM). La presencia solo del inhibidor abolié la expresién basal de
MBP en los controles, lo que sugiere la implicacién de la via MAPK en el proceso basal de
oligodendrogénesis.

MBP

vC IR Tt W g PD1gM T

-8

Figura 34. Efecto del bloqueo de la via MAPK (ERK1/2) con el inhibidor PD098059 sobre la induccion de MBP
por VIP. Estudio inmunocitoquimico. Después de 4 dias de cultivo las células cerebrocorticales fueron tratadas
durante 30 minutos con PD098059 (15 uM y 50 uM), y a continuacion se incubaron en ausencia C (paneles
superiores) o en presencia del VIP (10"''M) (paneles inferiores) durante 8 dias. El nimero de células MBP (+) se
analizé por inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal frente a MBP.

En la Figura 35 se muestran los resultados del bloqueo de la via PKA con el inhibidor
H89. Como puede observarse, el bloqueo de la via PKA con el inhibidor H89 produjo una
marcada disminucion en la induccién de la expresién de O4 y de MBP por VIP a todas las dosis
estudiadas (1,5 y 20 uM) que fue completa sobre el numero de células MBP (+) con la dosis
maxima analizada de 20 pM. La presencia solo del inhibidor disminuy6 la expresion basal de
O4 y MBP en los controles, lo que sugiere la implicacion de la via de la PKA en el proceso
basal de oligodendrogénesis.

Estos resultados indican que la activacion de las vias de senalizacion PI3K, MAPK
y PKA esta implicada en el proceso de oligodendrogénesis inducido por VIP asi como en
la oligodendrogénesis basal.
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Figura 35. Efecto del bloqueo de la via PKA con el inhibidor H89 sobre la induccion de O4 y MBP por VIP.
Estudio inmunocitoquimico. Después de 4 dias de cultivo las células cerebrocorticales fueron tratadas durante 30
minutos con H89 a dosis de 1, 5y 20 pM, y finalmente incubadas en ausencia (A) o presencia (B) de VIP (107" M).
El nimero de células O4 (+) y MBP (+) se analiz6 por inmunocitoquimica después de 7 y 8 dias respectivamente de
incubacién con VIP. El andlisis inmunocitoquimico se efectué con un anticuerpo monoclonal frente a O4 y MBP.

2.1.3.- Efecto de VIP sobre la activacién de CREB: estudio tiempo respuesta

VIP incrementa la sintesis de AMPc, el cual regula la transcripcién de numerosos genes
mediante la activacion de la PKA y la consecuente fosforilacion de CREB en la Ser133
(Montminy, 1997). Como hemos mencionado con anterioridad, la activacion de CREB esta
intimamente relacionada con la diferenciacién de los oligodendrocitos. Por este motivo,
analizamos el efecto de VIP sobre la fosforilacion de CREB en las células cerebrocorticales.

Para ello, después de 4 DIV, las células cerebrocorticales se expusieron a VIP (107" M)
durante 1, 5, 10, 30 y 60 minutos. Transcurridos estos tiempos se valor6 la activacion de CREB
mediante la determinacién de la forma fosforilada de CREB por Western inmunoblot.

Como se muestra en la Figura 36, el tratamiento con VIP indujo un rdpido incremento en

los niveles de CREB fosforilado, que fue méaximo 1 minuto después de la adicién de VIP,
disminuyendo progresivamente hasta los valores basales a los 30 minutos.
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Estos resultados demuestran que VIP induce la activacion de CREB en células
cerebrocorticales en cultivo. Dada la implicacion de CREB en mielinogénesis estos
hallazgos sugieren que CREB participa en el proceso de oligodendrogénesis inducido
por VIP.

creer e D R S o - 43kDa

CREB-T o woun WD D By

VIP (10"M) = + + + + +
0 1 5 10 30 60

minutos

Figura 36. Activacion del factor de transcripcion CREB por VIP: estudio tiempo-respuesta. Después de 4 DIV,
las células cerebrocorticales fueron incubadas con VIP (10"11 M) durante 1, 5, 10, 30 y 60 minutos. Se muestra la
autorradiografia de un Western inmunoblot representativo realizado con un anticuerpo especifico frente a la forma
fosforilada, CREB-P (panel superior). La misma membrana se incubé con un anticuerpo que reconoce tanto la forma
fosforilada como la no fosforilada, CREB-T (panel inferior).

2.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE VIP SOBRE LA REMIELINIZACION DEL
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO

2.2.1- Efecto del tratamiento con VIP subcutaneo sobre la remielinizacion del
cerebro de ratas viejas

El estimulo por VIP del proceso de oligodendrogénesis in vitro nos llevo a estudiar el
efecto del tratamiento con VIP sobre la hipomielinizacion del cerebro de ratas viejas. Con este
objetivo un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con VIP s.c. (3 nmol/dia) en
dias alternos durante 15 dias. Una vez finalizado el tratamiento se valoré el contenido de MBP
en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante Western inmunoblot.

Como se observa en la Figura 37, existe una clara disminucion de los niveles de MBP
en las ratas viejas, fundamentalmente de la isoforma de 21 kDa, tanto en la corteza cerebral
anterior como en el hipocampo, confirmando nuestros estudios previos. Ademas, se observan
distintas bandas de bajo peso molecular que corresponden con formas degradadas de MBP
cuya abundancia también aumenta con el envejecimiento. El tratamiento con VIP incrementé
significativamente la expresiéon de la isoforma de 21 kDa en la corteza cerebral anterior, sin
provocar cambios en el hipocampo.

Estos resultados son la primera evidencia que demuestra una accion estimulante
del VIP sobre la remielinizacion en el cerebro de la rata vieja. Ademas sugieren que este
efecto es area-especifico.
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Figura 37. Efecto del tratamiento con VIP s.c. sobre la expresion de MBP en el cerebro. Western inmunoblots
frente a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jévenes (3 m) y ratas
viejas (24 m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol / dia / dias alternos / 15 dias). Las graficas representan la
cuantificacion densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por B-actina. Los resultados se expresan
como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ns, no significativo.

2.2.2.- Papel de BDNF en la remielinizaciéon inducida por VIP en el cerebro de
ratas viejas

a) Efecto del bloqueo de BDNF sobre la induccién de MBP por VIP

Numerosas evidencias apoyan la existencia de una interaccién entre VIP y BDNF. En
estudios previos de nuestro laboratorio observamos que VIP media en la induccién del gen de
SS por BDNF (Villuendas et al., 2001). EI BDNF a su vez regula la expresiéon de VIP en retina
(Cellerino et al.,, 2003). Se ha demostrado que la neuroproteccion inducida por VIP esta
mediada, al menos en parte, por el BDNF endbégeno (Husson et al, 2005). Dado el importante
papel de BDNF en el proceso de mielinogénesis del SNC, nos planteamos investigar si BDNF
participa en el efecto remielinizante de VIP en el cerebro de las ratas viejas.

Con esta finalidad, se investig6 el efecto del bloqueo de los receptores de BDNF sobre
la expresion de MBP inducida por VIP.

En la Figura 38 se muestran Western inmunoblots representativos correspondientes a
las regiones de la corteza cerebral anterior e hipocampo de diferentes ratas de cada uno de los
grupos experimentales. En las ratas viejas se observa una marcada disminucién en la
expresion de la isoforma de 21 kDa de MBP tanto en la corteza cerebral anterior como en el
hipocampo, donde es indetectable. De nuevo confirmamos que el tratamiento con VIP s.c.
revirtio los niveles de expresién de la isoforma de 21 kDa de MBP en la corteza cerebral
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anterior pero no en el hipocampo. El bloqueo de los receptores del BDNF con Kpsz, (10*M y
10°M) y P75"™ con PEP5 (100 ng y 500 ng) produjo una disminucion en la acumulacién de la
banda de 21 kDa de MBP en la corteza cerebral anterior, inhibiendo el efecto de VIP.
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Figura 38. Efecto del bloqueo de BDNF sobre la expresion de MBP cerebral inducida por VIP. Inmunoblot
frente a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas controles viejas (CV) (24 m),
tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia), VIP+Kzs2, (10’4M y 10'5M) o VIP+PEP5 (100 ng y 500 ng) en dias alternos durante
15 dias. Autorradiografias correspondientes a Western inmunoblots representativos realizados con un anticuerpo
especifico frente a MBP. Las gréficas representan la cuantificacién densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP
corregida por B-actina. Los resultados se expresan como la media = EE y en porcentaje respecto al grupo control
viejo de 24 meses. *, p < 0,05.

b) Efecto de VIP sobre la expresion de BDNF

Muchas de las acciones de VIP son indirectas y ocurren a través de factores que son
liberados por VIP. El hecho de que el bloqueo de los receptores de BDNF inhibiera el efecto
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mielinizante de VIP sugeria que esta accion de VIP estuviera mediada por un efecto
estimulante de VIP sobre la expresion del BDNF cerebral. Para clarificar esta hip6tesis un
grupo de ratas de 24 meses de edad se trat6é con VIP s.c. (3 nmol/dia) en dias alternos durante
15 dias y se analiz6 la expresion del ARNm del BDNF por PCR a tiempo real en la corteza
cerebral anterior e hipocampo.

Como se observa en los resultados obtenidos (Figura 39) los niveles del ARNm del
BDNF estan disminuidos en la corteza cerebral anterior pero no en el hipocampo de las ratas
viejas. El tratamiento con VIP no modifico la expresion del ARNm del BDNF en ninguna de las
areas estudiadas.
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Figura 39. Expresion del ARNm de BDNF en el cerebro. Cuantificacién de los niveles del ARNm de BDNF en la
corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (24m)
controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia / dias alternos / 15 dias). Los resultados se expresan como la media
EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; ns, no significativo.

Estos resultados apoyan fuertemente la implicacion de BDNF en la accion
remielinizante de VIP en la corteza cerebral anterior de ratas viejas. Ademas sugieren
que ambos receptores de BDNF, TrkB y P75"™® participan en el efecto mielinizante de
BDNF.

2.2.3.- Papel del IGF-I en la remielinizacion inducida por VIP en el cerebro de ratas
viejas

a) Efecto del bloqueo del IGF-I sobre la inducciéon de MBP por VIP

La interaccion entre IGF-1 'y VIP ha sido evidenciada en diversos estudios. En nuestro
laboratorio observamos que el IGF-I induce la expresion de VIP en células hipofisarias (Lara et
al.,, 1994) y que VIP media la accion proliferativa del IGF-I sobre células lactotropas. Otros
autores han sugerido que el IGF-I es un mediador de la actividad de VIP en el crecimiento del
embrién (Servoss et al., 2001). Estos estudios y el conocido papel que el IGF-I tiene en el
proceso de mielinogénesis (Yao et al., 1995; Mason et al., 2000) nos llevaron a investigar si el
IGF-I jugaba algun papel en la accién remielinizante de VIP en el cerebro de la rata vieja.
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Para ello en un grupo de ratas de 24 meses se bloqued la accion del IGF-I mediante la
administraciéon del antagonista del R-IGF-I, JB-1 (15 pg) 30 minutos previos a la inyeccion de
VIP s.c. (3 nmol/dia) en dias alternos durante 15 dias. Se analiz6 la expresién de MBP en el
cerebro por Western inmunoblot.

En la Figura 40 se muestran Western inmunoblots representativos correspondientes a
las regiones de la corteza cerebral anterior e hipocampo de diferentes ratas de cada uno de los
grupos experimentales. Como se observa, el bloqueo del R-IGF-I abole la accién remielinizante
de VIP en la corteza cerebral anterior de la rata vieja. Los niveles de MBP en el hipocampo son
indetectables en las ratas viejas en todas las condiciones experimentales estudiadas.
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Figura 40. Efecto del bloqueo del IGF-I sobre la expresion de MBP cerebral inducida por VIP. Inmunoblot frente
a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas controles viejas (CV) (24m),
tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia) y con VIP+JB-1 (15 ug) en dias alternos durante 15 dias. Autorradiografias
correspondientes a Western inmunoblots representativos realizados con un anticuerpo especifico frente a MBP. La
grafica representa la cuantificacion densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por B-actina. Los
resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al grupo control de 24 meses. *, p < 0,05.

b) Efecto del tratamiento con VIP sobre la expresion del IGF-l1 y del R-IGF-I en el
cerebro

La implicacion del IGF-I en la accion remielinizante de VIP que habiamos observado
nos llevo a estudiar si VIP podria estimular la expresién del IGF-1 o del R-IGF-1 en el cerebro de

la rata vieja.

Como se muestra en la Figura 41, y hemos mencionado anteriormente, el
envejecimiento no altera los niveles de los ARNms del IGF-I y R-IGF-I ni en la corteza cerebral
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anterior ni en el hipocampo. La administracion de VIP a ratas viejas tampoco modifico los
niveles de expresion del ARNm del IGF-I y R-IGF-I en dichas areas.
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Figura 41. Efecto del tratamiento con VIP en la expresion del ARNm del IGF-1 y del R-IGF-l en la corteza
cerebral anterior e hipocampo. Cuantificacién de los niveles de los ARNms del IGF-I y del R-IGF-I por PCR a
tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c.
(3 nmol/dia / dias alternos / 15 dias). Los resultados se expresan como la media + EE y en porcentaje respecto al
grupo de 3 meses. ns, no significativo

Los resultados obtenidos evidencian que la accion remielinizante de VIP en la
corteza cerebral anterior de ratas viejas esta mediada por el IGF-l, pero no relacionada
con un incremento paralelo en la expresion del IGF-I o de su receptor.
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3.- ESTUDIO DE LA ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION CREB EN EL
CEREBRO DE RATAS VIEJAS: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE VIP

En los resultados expuestos en un apartado anterior demostramos que VIP activa
CREB en cultivos de células cerebrocorticales. CREB ademas esta presente en los
oligodendrocitos donde es activado por diferentes vias de senalizacion. La baja expresion de
VIP en el cerebro envejecido (Chee et al., 1988; Andreose et al., 1994; Krajnak et al., 1998;
Duncan et al., 2001; Kall6 et al., 2004) podria contribuir a la disminucién de la activacién de
CREB observada en el SNC de las ratas viejas. Estos antecedentes nos llevaron a valorar el
efecto del tratamiento con VIP en la activacion de CREB en el cerebro de las ratas viejas.

Como se muestra en la Figura 42, no se aprecian diferencias significativas en la
activaciéon de CREB entre las ratas adultas jovenes y las viejas en ninguna de las areas
cerebrales estudiadas. La administraciéon de VIP a ratas viejas incrementd la activacion de
CREB en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo aunque sin alcanzar valores
estadisticamente significativos dada la alta variabilidad muestral.

Estos resultados indican que las ratas de 24 meses, a diferencia de las ratas de 29
meses, no presentan una disminucion significativa de la activacion de CREB en las areas
cerebrales estudiadas. La alta variabilidad muestral no permite establecer una
conclusion sobre el efecto de VIP en la activacion de CREB en el cerebro de ratas viejas.
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Figura 42. Efecto de VIP sobre la activacion del factor de transcripcion CREB en el cerebro. Inmunoblots frente
a CREB de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jévenes (3m) y ratas viejas
(24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia/ dias alternos/ 15 dias). Cantidades iguales de proteina (20 ug)
se analizaron mediante Western inmunoblot. A: Autorradiografias de Western inmunoblots representativos
realizados con un anticuerpo especifico frente a la forma fosforilada, CREB-P (paneles superiores). Las mismas
membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce tanto la forma fosforilada como no fosforilada, CREB-T
(paneles inferiores). B: Las gréaficas representan la cuantificacién densitométrica de CREB-P corregida por CREB-T,
y en porcentaje con respecto al grupo de 3 meses. Los resultados se expresan como la media £ EE y en porcentaje
respecto al grupo de 3 meses. ns, no significativo.
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4.- EFECTO DEL TRATAMIENTO CON VIP SOBRE LA EXPRESION DE
CITOQUINAS EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS

VIP ejerce funciones inmunomoduladoras actuando fundamentalmente como un potente
factor antiinflamatorio (Delgado et al., 2004). Se ha demostrado que VIP protege de la
neurodegeneracion inducida por inflamacién (Delgado y Ganea, 2003). En la encefalomielitis
experimental autoinmune, enfermedad inflamatoria caracterizada por una desmielinizacion del
cerebro, VIP ejerce un efecto protector de la mielina a través de mecanismos antiinflamatorios
(Fernandez-Martin et al.,, 2006; Abad et al., 2010; Abad y Waschek, 2011). Dado que el
envejecimiento estd asociado con un cierto grado de inflamacion cerebral, la accion
remielinizante de VIP que hemos observado en el cerebro de rata vieja podria estar
relacionada con sus efectos antiinflamatorios.

Para dilucidar esta hipétesis, estudiamos el efecto del tratamiento con VIP en la
expresion de citoquinas en el cerebro de ratas viejas midiendo la expresion de los ARNms de la
IL-1B, la IL-6, el TNF-a y el TGF-B mediante PCR a tiempo real. Ademas, analizamos si el
BDNF y/o el IGF-I modificaban el efecto de VIP sobre la expresion de citoquinas en el cerebro
envejecido.

Para ello un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con VIP s.c.
(3 nmol/dia) en dias alternos durante 15 dias. El papel del BDNF se estudié mediante el
bloqueo de sus receptores TrkB y P75"" con sus respectivos inhibidores Kasz (10*M y 10°M)
y PEP5 (100 ng y 500 ng) inyectados 30 minutos antes de la administracién de VIP. El bloqueo
del receptor del IGF-I se llevd a cabo con el antagonista del IGF-1, JB-1 (15 ug), administrado
30 minutos previos a VIP. Finalizado el tratamiento se determiné la expresion de los ARNms de
las citoquinas en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real.

4.1.- Expresion del ARNm de la IL-1B en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con VIP

Como se observa en la Figura 43 las ratas de 24 meses de edad presentan niveles del
ARNm de la IL-1B en la corteza cerebral anterior significativamente superiores a los de las
ratas jovenes controles. Los niveles del ARNm de la IL-18 en el hipocampo de las ratas viejas
estdn también elevados aunque no se observan diferencias significativas. El tratamiento con
VIP no produjo ningln cambio significativo en los niveles del ARNm de la IL-1B ni en la corteza
cerebral anterior ni en el hipocampo de las ratas viejas.
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Figura 43. Expresion del ARNm de la IL-1B en el cerebro. Cuantificaciéon de los niveles del ARNm de la IL-1B en
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jévenes (3m) y viejas (24m)
controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia / dias alternos / 15 dias). Los resultados se expresan como la
media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. **, p < 0,01; ns, no significativo.

4.2.- Expresion del ARNm de la IL-6 en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con VIP

Como se muestra en la Figura 44, el envejecimiento se acompafa de un incremento de
los niveles del ARNm de la citoquina proinflamatoria IL-6 tanto en la corteza cerebral anterior
como en el hipocampo. El tratamiento con VIP aumentd aun mas los niveles del ARNm de la
IL-6 en la corteza cerebral anterior de las ratas viejas. En el hipocampo se observa una
tendencia similar que no llega a ser significativo. Los inhibidores de BDNF e IGF-I abolen el
efecto de VIP sobre la expresion de la IL-6 en la corteza cerebral anterior y el aumento en la
expresion basal de la IL-6 observado en la corteza cerebral anterior e hipocampo de las ratas
viejas.

Estos resultados muestran un incremento de la IL-1B e IL-6 en el cerebro de la rata
vieja. Ademas, sugieren un papel modulador de VIP en la expresion de la IL-6 al menos
en la corteza cerebral anterior. Los efectos observados tras el bloqueo de los receptores
de BDNF e IGF-l apoyan un papel mediador de BDNF e IGF-I en los efectos de VIP en la
expresion de la IL-6, asi como en el patrén inflamatorio cerebral.
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Figura 44. Expresion del ARNm de la IL-6 en el cerebro. Efecto de la inhibicion de BDNF e IGF-l. Cuantificacién
de los niveles del ARNm de la IL-6 en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas
adultas jévenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia), VIP+PEP5 (100 ng y 500 ng),
VIP+Kzs2a (10 My 10° M) o VIP+JB-1 (15 pg) en dias alternos durante 15 dias. Los resultados se expresan como la
media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; **, p < 0,01;***, p < 0,001; ns, no significativo.

4.3.- Expresion del ARNm de TNF-a en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con VIP

Como se muestra en la Figura 45, en el envejecimiento no se alteran los niveles del
ARNmM de la citoquina TNF-a en ninguna de las areas cerebrales estudiadas. El tratamiento con
VIP produjo un aumento significativo en los niveles del ARNm de TNF-a tanto en la corteza
cerebral anterior como en el hipocampo de las ratas viejas. En la corteza cerebral anterior y en
el hipocampo el efecto del VIP sobre la expresion de TNF-a es abolido cuando se bloquean los
receptores de BDNF, P75"™ y TrkB, con los inhibidores PEP5 y Kasz.. El bloqueo del receptor
de IGF-I con JB-1 solo bloquea el efecto de VIP en la corteza cerebral anterior pero no en el
hipocampo.

Estos resultados sugieren un papel estimulador de VIP de la expresion de TNF-a
en todas las areas cerebrales estudiadas. Los efectos observados tras el bloqueo de los
receptores de BDNF e IGF-l apoyan un papel modulador de BDNF e IGF-I en los efectos
de VIP.

133



Resultados

ns *kk kkk ns * mx

200 -
150
100

50

(U.D.A.; % 3 meses m=EE)
-
o
(=]

ARNmde TNF-aen hipocampo

PEP5 Kosoa JB-1

PEP5 Kosoa JB-1
(100 ng) (500 ng)(10°5 M)(10* M) (15 g)

(100 ng) (500 ng)(10% M)(104 M) (15 pg)

ARNmM de TNF-a corteza cerebral anterior
(U.D.A.; % 3 meses m=EE)

C Ccv VIP c cvV VIP
3 meses 24 meses

3 meses 24 meses

Figura 45. Expresion del ARNm de TNF-a en el cerebro. Efecto de la inhibicién de BDNF e IGF-I. Cuantificacién
de los niveles del ARNm de TNF-a en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas
adultas jovenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia / dias alternos / 15 dias),
VIP+PEP5 (100 ng y 500 ng), VIP+Kasza (10*M y 10°M) o VIP+JB-1 (15 ug). Los resultados se expresan como la
media + EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p < 0,001; ns, no significativo.

4.4.- Expresion del ARNm de TGF-B en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con VIP

Como se muestra en la Figura 46, el envejecimiento va acompafnado de un aumento
significativo de los niveles del ARNm de la citoquina TGF-B tanto en la corteza cerebral anterior
como en el hipocampo. El tratamiento con VIP no produjo ningin cambio significativo en los
niveles del ARNm de esta citoquina ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo.
Tampoco se observé ningun cambio significativo al bloquear los receptores de BDNF e IGF-I.

Estos resultados sugieren que existe un aumento de la expresion de TGF-B en el
cerebro de las ratas viejas. VIP no ejerce ningun efecto en la expresion de TGF-B ni en la
corteza cerebral anterior ni en el hipocampo de las ratas viejas.
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Figura 46. Expresion del ARNm de TGF-B en el cerebro. Efecto de la inhibicion de BDNF e IGF-I. Cuantificacién
de los niveles del ARNm de TGF-B en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas
adultas jévenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia/ dias alternos/ 15 dias), VIP+PEP5
(100 ng y 500 ng), VIP+Kaos24 (1 0*M y 10° M) o VIP+JB-1 (15 pg). Los resultados se expresan como la media + EE y
en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; ns, no significativo.

4.5.- Expresion del ARNm de CXCL12 en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con VIP

Como se muestra en la Figura 47, en el envejecimiento no se alteran los niveles del
ARNm de CXCL12 ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Tampoco el
tratamiento con VIP produjo cambios significativos en los niveles del ARNm de CXCL12 en
dichas areas cerebrales.
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Figura 47. Expresion del ARNm de CXCL12 en el cerebro. Cuantificacion de los niveles del ARNm de CXCL12 en
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jovenes (3m) y viejas (24m)
controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/dia/ dias alternos/ 15 dias). Los resultados se expresan como la media +
EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ns, no significativo.
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El tratamiento con VIP no produce ningun cambio en los niveles de CXCL12, lo
que sugiere que CXCL12 no participa en la remielinizacion observada al tratar a las ratas
viejas con VIP.
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Discusiéon

La secrecion de GH disminuye gradualmente durante el envejecimiento fisiolégico
debido fundamentalmente a alteraciones asociadas a la edad de los reguladores hipotaldmicos
de la GH. Como consecuencia, se produce un declinar paralelo en los niveles del IGF-I. Se
puede considerar al envejecimiento como un modelo fisiolégico de déficit parcial de GH.

Muchos de los cambios que acompafan al envejecimiento son similares a los existentes
en el sindrome de deficiencia de GH. La falta de concentracion, la baja energia, las
alteraciones de la memoria, la irritabilidad y la falta de bienestar generalizado propios de los
individuos con deficiencia de GH son rasgos caracteristicos del envejecimiento.

Esta similitud en la sintomatologia que presentan los individuos con deficiencia de GH y
los ancianos, ha llevado a sugerir una relacion causa-efecto entre los cambios del
envejecimiento y la deficiencia de GH, especulandose que la administracion de GH puede
retardar el deterioro geriatrico.

Estudios realizados en ratas y en humanos han confirmado la reversibilidad de
determinados sintomas relacionados con el envejecimiento tras la administracion de GH o de
sus secretagogos.

En este estudio hemos investigado si las alteraciones cerebrales que ocurren en el
envejecimiento en la mielinizacién, la inflamacién y la memoria pueden ser revertidas tras la
activacion del eje GH/IGF-I con GH y GHRP-6.

Entre los numerosos factores que actian como mediadores de las acciones de la GH,
hemos investigado el papel de BDNF y de VIP en los efectos de GH sobre la remielinizacion e
inflamacion en el cerebro de la rata vieja.

137



Discusion

A.- SISTEMA GH/IGF-1 EN EL ENVEJECIMIENTO

1.- ALTERACIONES HIPOFISARIAS DEL SISTEMA GH/IGF-1 EN RATAS VIEJAS

En el presente estudio se confirma que en el envejecimiento se produce una
disminucion de la expresion del gen de GH en la hipdfisis, fenébmeno ampliamente
consensuado por numerosos autores (Crew et al., 1987; Martinoli et al., 1991) incluido nuestro
grupo (Lépez-Fernandez et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frutos, Cacicedo, Méndez et al.,
2007).

Esta disminucién de la sintesis de GH es el resultado de una serie de alteraciones que
ocurren en el envejecimiento y que puede reflejar una pérdida de funcionalidad de la propia
célula somatotropa o alteraciones en los reguladores hipotalamicos de GH. Los estudios
disponibles sugieren que los cambios que ocurren en los reguladores hipotalamicos son la
principal causa de la disminucion de la sintesis de GH en el envejecimiento. En este sentido,
aunque se ha sugerido como un agente desencadenante un aumento del tono
somatostatinérgico (Xu y Sonntag, 1996), la disminuciéon de la expresién de GHRH y de sus
receptores en hipdfisis (degli Uberti et al., 1997; Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007)
parecen ser la causa principal del declinar de GH con la edad.

La administracion de GH a ratas viejas induce una disminucién de los niveles del
ARNm de GH en la hipéfisis. Estos resultados confirman que la GH regula su propia sintesis y
secrecion hipofisaria (Yamashita y Melmed, 1986; Lanzi y Tannenbaum, 1992; Lépez-
Fernandez et al., 1996) y corroboran estudios previos en los que se ha observado que la
hipdfisis de las ratas viejas mantiene su sensibilidad a la regulacion por GH en el
envejecimiento (Lopez-Fernandez et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frutos, Cacicedo, Méndez
et al., 2007). Ademas, estos resultados confirman la efectividad del tratamiento con GH en las
condiciones experimentales de este estudio.

El tratamiento con GHRP-6 no modifica la expresion del ARNm de GH en la
hipéfisis de ratas viejas. La accion de los GHS sobre la expresion del gen de GH en la
hipéfisis es controvertida. Se ha demostrado que la activacion del R-GHS induce la expresién
del gen de GH en células somatotropas (Locatelli et al., 1994) accién mediada por Pit-1. En
ratas neonatales, se ha demostrado la induccién de este factor de transcripcion por GHS vy
ghrelina tras la activacion de las vias de la PKC y AMPc/PKA y la participacién del elemento de
respuesta CRE en el promotor de Pit-1 (Garcia et al., 2001), no habiéndose podido reproducir
este efecto en ratas adultas (Soto et al., 1995; Date et al., 2000). En ratas viejas, Frutos,
Cacicedo, Fernandez et al. (2007) demostraron que el tratamiento con GHRP-6 incrementaba
el contenido de GH-IR y la expresion del ARNm de GH en hipdfisis. Sin embargo, la
administracién crénica de hexarelina (Cattaneo et al., 1997) no reestableci6é el contenido del
ARNm de GH en las hipdfisis, a pesar de que estimul6 la secrecion de GH. En conjunto, los
estudios disponibles no son concluyentes y sugieren que la sintesis y secrecién de GH son
fendmenos independientes que pueden ser regulados de diferente manera por los GHS.
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Observamos un incremento de los niveles del ARNm del IGF-l hipofisario
confirmando los cambios en su expresion con la edad demostrada en estudios previos de
nuestro grupo (Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007). El IGF-I hipofisario, actuando por
mecanismos auto/paracrinos, participa en la regulaciéon de GH, como se ha sugerido en varios
estudios (Fagin et al., 1987; Olchovsky et al., 1991; Honda et al., 1998) y se ha puesto en
evidencia por nuestro grupo. En efecto, en estudios previos observamos que el bloqueo del
IGF-I con anticuerpos incrementaba el contenido de GH en la hipdfisis de ratas viejas en cultivo
(Velasco et al., 1998), lo que sugiere que el incremento del IGF-I observado en las hipoéfisis de
ratas viejas (Frutos, Cacicedo, Méndez et al, 2007) podria ejercer un control negativo de la GH
en el envejecimiento.

Mientras que el tratamiento con GH no modifico la expresion del ARNm del IGF-l1 en
la hipodfisis, el GHRP-6 produjo un incremento significativo del ARNm del IGF-I en las
ratas viejas. Como se ha observado en estudios previos, este resultado confirma la
sensibilidad de la hipdfisis vieja a la estimulacion por GHS (Chapman, Bach, et al., 1996;
Chapman, Hartman, et al., 1996) y avala la efectividad del tratamiento con GHRP-6 en las
condiciones experimentales de este estudio.

2.- CAMBIOS PERIFERICOS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS: EFECTO
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 EN LOS NIVELES CIRCULANTES DEL
IGF-I

Nuestros resultados confirman que la disminucion de la secrecion de GH en el
envejecimiento se acompana de una disminucion de los niveles séricos del IGF-I, como
ha sido ampliamente documentado (Florini y Roberts, 1980; D’Costa et al., 1993; Velasco et al.,
2001; Frutos, Cacicedo, Fernandez et al., 2007). La disminucion de la amplitud de los pulsos de
secrecion de GH es el principal factor implicado en la disminucién de la expresion del gen del
IGF-1 hepatico y de los bajos niveles del IGF-I sérico que ocurren el envejecimiento (Breese et
al., 1991; Sonntag et al., 1992).

Los niveles del IGF-I circulante no se modifican significativamente por el
tratamiento con GH. Esta falta de respuesta a GH del IGF-I hepatico, que no observamos en
un estudio previo con ratas dos meses mas jovenes (Velasco et al., 2001), puede estar
relacionada con una disminucion de la sensibilidad hepatica a GH. En este sentido, estudios
previos han sugerido que las vias de sefalizacion de GH estan alteradas en el higado de las
ratas viejas (Xu et al., 1995). El envejecimiento va acompafiado de una resistencia a GH
(Lieberman et al., 1994). Esta resistencia periférica a GH podria contribuir a la disminucion de
la expresidon del gen del IGF-I en el envejecimiento y a la falta de respuesta observada tras la
administracién de GH en las ratas viejas.

El tratamiento con GHRP-6 tampoco modifica los niveles del IGF-l circulante en
las ratas viejas. El efecto de los GHS en los niveles del IGF-I periférico en el envejecimiento
es contradictorio. Nuestros resultados confirman estudios previos en perros (Cella et al., 1996)
y en ratas viejas (Settembrini et al., 1998; Cattaneo et al., 1997) en los que se ha demostrado
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que a pesar de que los GHS inducen GH, la respuesta del IGF-I a la administracién de GHS
desaparece en el envejecimiento. Sin embargo, en estudios previos (Frutos, Cacicedo,
Fernandez et al., 2007) donde utilizamos ratas viejas de 27 meses, en vez de 29 meses,
observamos que el tratamiento con GHRP-6 revertia los niveles del IGF-I circulante a los
niveles propios de las ratas adultas. En humanos, los datos también son contradictorios. En el
estudio de Chapman et al. (1996) se observé que la administracion del secretagogo MK-677
durante 4 semanas estimulaba la secrecion pulsatil de GH aumentando significativamente los
niveles plasmaticos de GH e IGF-I, restaurandose los niveles hasta los del adulto. De acuerdo
con este estudio, el tratamiento de ancianos con el secretagogo oral capromorelina también
produjo un aumento de los niveles del IGF-I plasmatico (White et al., 2009). Otros estudios en
humanos no han confirmado este efecto (Aloi et al., 1994; Rigamonti et al., 2002). Las
discrepancias entre los distintos estudios pueden deberse, entre otras causas, a diferencias en
el diseno experimental, tales como la edad, el GHS empleado, la dosis administrada y la
duracién del tratamiento.

Esta parte del estudio confirma que la actividad del eje GH/IGF-I declina con la
edad. La disminucion de los niveles séricos del IGF-l asociados a la edad refleja el
declinar de la expresion del gen de GH en la hipodfisis y de su secrecion en el
envejecimiento (Vermeulen, 1987; Rudman et al., 1990; Cuneo et al., 1992; Corpas et al.,
1993). El hecho de que se mantenga el retrocontrol negativo por GH avala la
permanencia de la sensibilidad a la GH exdgena. El aumento del IGF-I hipofisario tras el
tratamiento con GHRP-6 sugiere que la hipéfisis vieja mantiene su capacidad de
respuesta a los GHS.

3.- CAMBIOS DEL SISTEMA GH/IGF-I1 EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS

A diferencia de los cambios ampliamente consensuados en los niveles plasmaticos de
GH e IGF-I en el envejecimiento, los estudios sobre las alteraciones del sistema GH/IGF-I en el
cerebro son escasos y en muchos casos contradictorios.

3.1.- Expresion del ARNm del R-GH en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Nuestro trabajo demuestra que los niveles de expresion del ARNm del R-GH no
varian significativamente con la edad ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo.
Estos resultados contradicen los obtenidos mediante técnicas de union a ligando, en los que se
ha demostrado que en el envejecimiento se produce una disminucién de los sitios de union a
GH en el cerebro (Lai et al., 1993; Zhai et al., 1994; Nyberg y Burman, 1996; Nyberg, 1997).
Aunque no podemos descartar alteraciones a nivel de la traduccion de la proteina o de la
transduccién de la senal, el hecho de que se mantenga la expresion del ARNm del R-GH en el
cerebro de las ratas viejas sugiere que la GH puede ejercer sus acciones en el cerebro viejo. El
tratamiento con GH o GHRP-6 no modifica los niveles de expresién del ARNm del R-GH lo que
sugiere que las posibles acciones de estos compuestos en el cerebro no se deben a un
aumento en el numero de R-GH.
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3.2.- Expresion del ARNm del IGF-l1 y del R-IGF-l en el cerebro de ratas
viejas: efecto del tratamiento con GH o GHRP-6

La expresion de los ARNms del IGF-l y del R-IGF-l no se altera en el
envejecimiento ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. De acuerdo con estudios
previos de nuestro grupo (Lopez-Fernandez et al., 1996), el tratamiento con GH estimula la
expresion del ARNm del IGF-1 y del ARNm del R-IGF-l en la corteza cerebral anterior de
las ratas viejas sin observarse ningun efecto en el hipocampo. Estudios previos sobre el
efecto de GH en el IGF-I cerebral son contradictorios, habiéndose observado desde una falta
de efecto (Sato y Frohman, 1993; Gosteli-Peter et al., 1994) hasta induccion de los niveles del
ARNm del IGF-I (Hynes et al., 1987; Frago et al., 2002). Estas discrepancias pueden deberse a
los diferentes modelos experimentales y abordajes utilizados en los estudios. En el primero de
estos estudios (Sato y Frohman, 1993), el analisis estaba restringido al IGF-I hipotalamico de
ratas dwarf deficientes de GH. En el estudio de Gosteli-Peter et al. (1994), se analizé el efecto
de la infusién continua de GH en el cerebro entero de ratas jévenes hipofisectomizadas. Este
abordaje experimental incrementa los niveles del IGF-I sérico y la formaciéon de grandes
complejos con las IGFBP, mientras que en nuestras condiciones experimentales no se induce
ninguna variacién en el IGF-1 sérico. En el estudio de Frago et al. (2002) el analisis del IGF-I se
realizd en el hipotdlamo, hipocampo y cerebelo de ratas jovenes.

El mantenimiento de la expresion del ARNm del R-GH junto con el aumento de la
expresion del IGF-I tras el tratamiento con GH apoya la existencia de un sistema GH/IGF-I
funcional en la corteza cerebral anterior de la rata vieja. Ademas, estos resultados
sugieren un efecto area especifico de la GH en el cerebro de la rata vieja.

La administracion de GHRP-6 no modifica significativamente la expresion del
ARNm del IGF-I ni del R-IGF-l en ninguna de las areas cerebrales estudiadas. Estudios
previos sobre el efecto de los GHS en la expresion del IGF-1 en el cerebro sugieren que los
GHS estimulan la expresién del IGF-1 en el hipotalamo, hipocampo (Frago et al., 2002) y en el
cerebelo de ratas jovenes (Frago et al., 2002) y viejas (Parneda et al., 2003). Las diferencias
encontradas con nuestro estudio pueden deberse a la edad de las ratas y a las pautas de
tratamiento. En el estudio de Frago et al. (2002) se utilizaron ratas jovenes y se administré
GHRP-6 de forma continta en la vena yugular durante 7 dias. El estudio de Pafeda et al.
(2003) se llevo a cabo en el cerebelo de ratas viejas.

3.3.- Expresion de los ARNms de los R-GHS en el cerebro de ratas viejas: efecto
del tratamiento con GH o GHRP-6

La expresion de los receptores de los secretagogos, R-GHS-1a y R-GHS-1b, es
indetectable en la corteza cerebral anterior de las ratas jovenes y viejas. Sin embargo, ambos
receptores son detectables en el hipocampo, lo que sugiere una mayor abundancia a este nivel
asi como su posible implicacién en las funciones cognitivas mediadas por el hipocampo.

En el hipocampo de las ratas viejas no se observan cambios de expresion del ARNm
del R-GHS-1a pero si una clara disminucion del ARNm del R-GHS-1b. La informacién sobre el
efecto del envejecimiento en la expresion de la ghrelina y de sus receptores es escasa. Se ha
descrito una disminucién de la expresiéon del R-GHS-1a en el hipotalamo de ancianos (Muccioli
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et al., 2002), en la hipdfisis de ratones hembras (Yan et al., 2004) y de ratas viejas (Frutos,
Cacicedo, Méndez et al., 2007). Por el contrario, en el cerebro de ratones viejos C5BL6/J la
expresion del R-GHS-1a se mantiene constante (Sun et al., 2007).

Hoy en dia esta ampliamente aceptado que la ghrelina y los GHS ejercen sus acciones
biolégicas mediante la activacion del R-GHS-1a (Kojima et al., 1999; Bednarek et al., 2000;
Matsumoto et al., 2001; Muccioli et al., 2001). EI R-GHS-1b es un receptor truncado que no se
une ni responde a los GHS (Howard et al., 1996) y cuyo significado funcional es aun
desconocido, por lo que la implicacion funcional de su disminucién en el hipocampo es
actualmente impredecible.

La presencia del R-GHS-1a en determinadas areas del cerebro de la rata vieja
sugiere que tanto la ghrelina como los GHS podrian actuar como agentes terapeuticos a
ese nivel en el envejecimiento.

B.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GH SOBRE EL PROCESO DE
MIELINOGENESIS

1.- EFECTO DE GH SOBRE LA OLIGODENDROGENESIS EN CELULAS
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS

1.1.- Efecto de GH sobre el numero de precursores de OD y de OD maduros

El efecto de GH sobre la mielinizacién del sistema nervioso es menos conocido y mas
controvertido que el del IGF-I. Con la intencién de aportar mas informaciéon en este campo, en
el presente trabajo hemos abordado en primer lugar el estudio del efecto de GH sobre el
proceso de oligodendrogénesis in vitro.

En nuestro modelo experimental de cultivo primario mixto, el analisis
inmunocitoquimico muestra por primera vez que la GH es capaz de aumentar el nimero
de OD. Este efecto fue evidente en OD inmaduros (O4+) y en OD maduros (MBP+) después de
11 y 12 dias in vitro respectivamente (lo que corresponde a los dias postnatales 7 y 8), siendo
el efecto mas marcado en los OD maduros.

La regulacién de la oligodendrogénesis por distintos factores neurotréficos implica que
la transicion entre los distintos estadios madurativos que conlleva el proceso de diferenciacién
puede ser afectada positiva 0 negativamente por dichos factores. La progresién desde el
estadio de O4 hacia el estadio de OD maduro es una de las etapas sometidas a regulacién, de
modo que la generacion de OD maduros a partir de precursores O4 (+) es un fenédmeno que no
se produce por defecto sino que precisa la intervencion de determinados factores neurotréficos
(Dubois-Dalcq, 1987; McMorris y Dubois-Dalcqg, 1988).
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Los resultados del presente trabajo sugieren que la GH no solo estimula la proliferacién
de los precursores de OD sino que también promueve su diferenciacion a OD maduros y que,
por tanto, la transicion de OD O4 (+) a OD maduros esta mediada por GH.

De acuerdo con estos resultados, Almazan et al. (1985), evidenciaron un incremento en
la expresion de MBP y en la actividad CNPasa en cultivos de agregados de células
cerebrocorticales fetales tras tratamiento con GH bovina, sugiriendo una accién directa de GH
sobre la diferenciacion celular en el cerebro embrionario. Sin embargo, estudios previos de
nuestro laboratorio mostraron, en un sistema de cultivo idéntico al empleado en este trabajo,
que el efecto proliferativo y diferenciador de GH sobre las células neurales presentes en el
cultivo estd mediado por el IGF-I (Ajo et al., 2003), lo que apoya la existencia de un eje
enddégeno GH/IGF-I en el cerebro fetal y sugiere que el IGF-1 podria mediar las acciones de la
GH sobre oligodendrogénesis observadas en nuestro estudio.

1.2.- Participacion de las vias PI3K y MAPK en los efectos de GH sobre la
oligodendrogénesis in vitro

En la propagacion intracelular de la sefal desencadenada por la union de GH a su
receptor se hallan involucradas, entre otras, la via de sefalizacién de las MAPK y de la PI3K
(Méller et al., 1992; Souza et al., 1994; Argetsinger et al., 1996; Carter-Su et al., 1996;
Vanderkuur et al., 1997; Yamauchi et al., 1998).

En nuestro sistema de cultivo hemos confirmado la capacidad de GH para activar
tanto la via MAPK como la via PI3K. No obstante, la cinética de activaciéon es distinta para
cada una de ellas. Asi, en el caso de la via de la MAPK la activacion maxima ocurre a los 5-10
minutos y desciende progresivamente hasta alcanzar los niveles basales a los 30 minutos. Por
el contrario, en el caso de la PI3K el pico de maxima activacion es mas tardio, 30 minutos,
manteniéndose niveles elevados hasta los 60 minutos. Estos datos estan de acuerdo con
estudios previos que han demostrado que la GH es capaz de fosforilar y activar rapidamente la
via MAPK (ERK1/ERK2) (Campbell et al., 1992), ademéas de promover la unién de la subunidad
reguladora de 85 kDa de la PI3K al IRS-1 e IRS-2 (Argetsinger et al., 1995).

Con el objetivo de determinar qué vias de sefalizacion activadas por GH participan en
el proceso de oligodendrogénesis inducido por ésta, se empleé la estrategia del bloqueo de las
rutas potencialmente implicadas mediante inhibidores especificos.

Nuestros resultados indican que tanto la via PIBK como la via MAPK (ERK1/2)
participan en la oligodendrogénesis inducida por GH. El bloqueo de cada una de ellas
conduce a una disminucion en el nimero de OD inmaduros y maduros que se desarrollan en
respuesta a GH y en consecuencia una disminucion en la expresion de O4 y de MBP.

La inhibicién simultanea de las vias PI3K y MAPK bloquea por completo el efecto de GH
sobre la expresién de O4 y MBP, indicando que o bien el efecto de GH esta mediado
exclusivamente por estas dos vias o bien que, de existir otros mediadores, éstos precisarian,
para manifestar su efecto, la activacién de al menos de una de estas dos rutas de senalizacion.
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Ademas, se observo una disminucién de la expresion basal de O4 y MBP en los cultivos
tratados solo con los inhibidores. Este efecto puede reflejar la necesidad de las vias de
sefalizacion de las MAPK y PI3K para la supervivencia de los OD, como demostraron
previamente Vemuri y McMorris (1996), dado que no se ha evidenciado ningun efecto téxico de
los inhibidores LY294002 y PD098059 durante tiempos prolongados de incubacion (Vlahos et
al., 1994).

1.3.- Efecto de GH sobre la activacion de CREB

La presencia de CREB se ha demostrado en los OD, donde su expresion esta regulada
por el desarrollo, de modo que los maximos niveles de expresion se detectan inmediatamente
antes del pico de mielinizacion (Sato-Bigbee y Yu, 1993; Sato-Bigbee et al., 1994; Sato-Bigbee
y DeVries, 1996). Su activacion puede ser inducida en estas células por numerosos estimulos,
entre los que se encuentran factores de crecimiento (Pende et al., 1997), agonistas B-
adrenérgicos, histamina, glutamato, ATP o NT-3 (Sato-Bigbee et al., 1999; Johnson et al.,
2000). Ademas, CREB es un mediador de la induccion de MBP ejercida por AMPc en las
células oligodendrogliales (Sato-Bigbee y DeVries, 1996). En estudios previos realizados en
nuestro laboratorio se demostré que CREB es activado por IGF-I en cultivo primario mixto de
células cerebrocorticales y que dicha activacion es necesaria para la induccién de MBP por
IGF-I (Palacios et al., 2005).

En este trabajo hemos demostrado que CREB es activado por GH en cultivo
primario mixto de células cerebrocorticales. Aunque otros estudios llevados a cabo en
diferentes tipos celulares han demostrado el efecto de GH en la activacién de CREB (Yarwood
et al., 1998), nuestros resultados son los primeros en evidenciar que la GH activa al factor de
transcripcion CREB en células cerebrocorticales embrionarias. Dado que la fosforilacién de
CREB en los OD también es estimulada por el IGF-1 y otros conocidos factores que influyen en
el proceso de oligodendrogénesis como el AMPc o la NT3 (Raible y McMorris, 1989; Barres et
al., 1994; Sato-Bigbee y DeVries, 1996), es posible que la activacion de CREB inducida por GH
medie en el desarrollo de los OD inducido por GH. CREB podria integrar las acciones de
diferentes cascadas de sefalizacion activadas por distintas sefiales para regular la
diferenciacién de los OD y la mielinizacién.

A pesar de los datos que avalan la implicacién de CREB en el proceso de mielinizacion,
los resultados obtenidos en varios laboratorios (Gandelman et al., 1989; Zhang y Miskimins,
1993) indican que el tiempo requerido para la estimulacion de la expresién de MBP por AMPc
(24-48h) es demasiado largo para asumir una regulacion directa por CREB. Esta observacién
junto con la ausencia de un sitio de union a CREB en la region promotora del gen de MBP
requerida para la induccién de AMPc (Zhang y Miskimins, 1993) apoya la idea de que CREB
puede regular la expresion de MBP de manera indirecta. Zhang y Miskimins (1993) observaron
que la region necesaria para la induccién de MBP no contiene una secuencia CRE sino un sitio
de union para el factor nuclear | (NFI). EI NFI es una proteina de unién al ADN que activa la
transcripcién de numerosos genes eucariotas (Jones et al., 1987) y su unién al promotor de
MBP ha sido observada por varios investigadores (Tamura et al., 1988; Miura et al., 1989;
Aoyama et al., 1990). Aunque el papel de CREB en la regulaciéon de los niveles de factores de
transcripcién que afectan la expresion de MBP es desconocido, existe la posibilidad de que
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CREB estimule la expresion de otras proteinas nucleares que pueden a su vez unirse
directamente al gen de MBP y activarlo.

2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GH SOBRE LA REMIELINIZACION DEL CEREBRO
EN EL ENVEJECIMIENTO

2.1.- Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre la remielinizacion del cerebro de
ratas viejas

El presente estudio demuestra la existencia de una disminucion en el contenido de
MBP cerebral asociada al envejecimiento en la rata. Esta disminucién esta en consonancia
con los hallazgos de otros autores en el cerebro humano (Lintl y Braak, 1983; Kemper, 1993)
que han observado una disminucién relacionada con la edad de la tincion especifica para
mielina en la corteza y en la sustancia blanca cerebral. En el mismo sentido, Peters y Sethares
(2002) han evidenciado en diversas regiones cerebrales de primates viejos numerosas
alteraciones estructurales de la mielina que reflejan una degeneracion axonal.

Ademas de confirmar la disminuciéon del contenido de mielina en cerebro envejecido,
hemos puesto de manifiesto por primera vez la capacidad del tratamiento con GH i.c.v.
de revertir la hipomielinizacion del cerebro de rata vieja en todas las areas cerebrales
estudiadas. Dado que tanto la GH como el IGF-I participan en el proceso de
oligodendrogénesis, la disminucién de los niveles de GH e IGF-1 en el envejecimiento podria
contribuir a las alteraciones de la vaina de mielina que ocurren con la edad. La reversibilidad de
la hipomielinizaciéon tras el tratamiento con GH, observado en este estudio, apoya esta
hipotesis.

Estudios previos han mostrado que el ritmo de remielinizacion tras una desmielinizacién
experimental esta disminuido en la rata vieja (Shields et al., 1999) y que este hecho se asocia
con un retraso en la acumulacién del ARNm del IGF-I en la lesion desmielinizante (Hinks y
Franklin, 2000). Estos hallazgos sugieren que en la rata vieja existe, quizd como consecuencia
de los bajos niveles de GH e IGF-I, una cierta incapacidad para reponer a un ritmo adecuado
posibles pérdidas fisiolégicas de mielina resultando finalmente en una disminuciéon de su
contenido. También se ha ha descrito una disminucion selectiva en la actividad, tanto basal
como inducida, de la via de senalizacién MAPK en el cerebro de animales viejos (Zhen et al.,
1999). Este mecanismo podria contribuir a la hipomielinizacién del cerebro envejecido, dada la
importancia de esta via de sefalizacién en la iniciacion del efecto de GH e IGF-I sobre el
proceso de oligodendrogénesis, como hemos puesto de manifiesto en el presente trabajo y en
estudios previos (Palacios et al., 2005).

2.2.- Efecto del tratamiento subcutaneo con GH sobre la remielinizacion del
cerebro de ratas viejas

Una vez comprobado el efecto remielinizante de la administracién i.c.v. de GH
estudiamos la efectividad de la GH administrada periféricamente como un tratamiento
alternativo mas préximo a una posible aplicacién terapéutica.
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En este estudio, donde analizamos el contenido de mielina mediante Western
inmunoblot, observamos una disminucion evidente de la banda de 21 kDa asociada al
envejecimiento. En trabajos previos donde se ha determinado la mielina mediante Western
inmunoblot y en estudios de expresion de los ARNms de MBP se ha observado que cada
isoforma presenta su propio patron de expresion y acumulacion durante el desarrollo (Carson
et al., 1983). En general, los estudios disponibles indican que la isoforma de 21 kDa se expresa
en mayor proporcién durante el desarrollo temprano del cerebro, y se encuentra en
concentraciones proporcionalmente mas altas en mielina aislada de cerebros de roedores
jovenes. Con la edad la proporcion de las isoformas de MBP de 21 y 17 kDa disminuye en
relacién con la de las isoformas de 18,5y 14 kDa (Sugiyama et al., 2002)

El tratamiento con GH subcutanea no increment6 la expresion de la banda de 21kDa en
el cerebro de las ratas viejas. Diversas razones pueden justificar este hallazgo. En primer lugar,
es posible que el tiempo de tratamiento y la dosis de GH s.c. no hayan sido suficientes para
conseguir una recuperacion como la observada con la GH i.c.v.. Otro posible factor puede ser
el hecho de que al ser los animales tratados con GH s.c. mas viejos (29 meses) que los
tratados con GH i.c.v. (28 meses), la capacidad de remielinizacion esté mas deteriorada.
Ademas, hay que tener en cuenta la distinta sensibilidad de los métodos analiticos utilizados
para valorar el contenido de mielina. En el Western inmunoblot se analizé la expresion de MBP
en extractos de corteza cerebral anterior mientras que con la inmunohistoquimica analizamos
areas concretas, ricas en MBP, donde los cambios se evidencian con mayor precision.

2.3.- Mediacion de IGF-I en los efectos de GH sobre la remielinizacion del cerebro
de ratas viejas

El hecho de que el tratamiento con GH s.c. no nos permitiera evidenciar cambios en la
expresion de MBP nos llevd a realizar un estudio adicional donde se valord la expresion de
MBP por inmunohistoquimica. Ademas, nos propusimos clarificar si el efecto observado de GH
en la remielinizacion del cerebro de rata vieja se debia a una accién directa de GH o estaba
mediado por un factor inducido por GH. Los efectos de GH en la funcion cerebral in vivo
pueden resultar de la accién directa de la hormona en sus receptores cerebrales o ser debidos
a la induccién por GH de mediadores locales o periféricos que acceden al SNC. En este
sentido, estudios previos realizados en nuestro laboratorio en cultivos de células
cerebrocorticales han demostrado que la estimulacién de la proliferacion y diferenciacién de
precursores neurales por GH estd mediada por la induccion local del IGF-I (Ajo et al., 2003).

Son numerosos los trabajos que han puesto de manifiesto la participacién del IGF-I en
el desarrollo y supervivencia de los OD y de sus progenitores, asi como en la mielinizacién
(Baker et al., 1993; Carson et al., 1993; Ye et al., 1995; Liu et al., 2002; Aberg et al., 2007). El
hecho de que estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraran la capacidad del
IGF-I para inducir el desarrollo de los OD in vitro (Palacios et al, 2005) junto con la observacion,
confirmada en este trabajo, de que la administracién de GH estimula la expresién del IGF-I en
los hemisferios cerebrales de la rata vieja (Lépez-Fernandez et al., 1996) nos llevé a estudiar la
posible implicacion del IGF-I en los efectos observados de GH en la remielinizacién del cerebro
de las ratas viejas.
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Con este objetivo se empled la estrategia del bloqueo de la accién del IGF-I mediante
un inhibidor especifico del R-IGF-1, JB-1. Aunque el tratamiento con GH no produjo un aumento
significativo de la expresion de MBP en la comisura blanca anterior, el bloqueo del R-IGF-I
disminuy6 la expresion de MBP en respuesta a GH sugiriendo la implicacién del IGF-I en la
remielinizacién inducida por GH.

A pesar de que se ha demostrado la capacidad del IGF-I de atravesar la BHE
(Reinhardt y Bondy, 1994), el hecho de que en nuestras condiciones experimentales el
tratamiento con GH no produzca cambios significativos en los niveles del IGF-I circulante, pero
si en ciertas areas cerebrales como en la corteza cerebral anterior de las ratas viejas, sugiere
que el IGF-I de origen local sea el mediador de las acciones de GH en la remielinizacién del
cerebro de rata vieja.

2.4.- Efecto de GH sobre la activacion de CREB en el cerebro de ratas viejas

En este estudio se confirma que en el envejecimiento se produce una disminucion
de la activaciéon de CREB en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo de las ratas
viejas, como se habia observado en varios estudios previos (Asanuma et al., 1996;
Hattiangady et al., 2005; Williams et al., 2008). Se ha sugerido que la disminucion de la
expresion de CREB en el envejecimiento posiblemente contribuye a la alteracion de la
regulacion de la expresion de genes mediada por AMPc segun avanza la edad y a las
deficiencias cognitivas que acompanan al envejecimiento fisiolégico. Por otro lado, como
hemos mencionado anteriormente, se ha demostrado que CREB participa, al menos de manera
indirecta, en la induccién de MBP, por lo que la disminucién de la expresion de este factor de
transcripcién en el envejecimiento podria estar implicada también en la hipomielinizacién del
cerebro de la rata vieja.

A diferencia de lo observado en los estudios in vitro, la GH no activa la fosforilacion
de CREB en el cerebro de la rata vieja. La falta de activacién de CREB tras la administracion
de GH puede estar relacionada con una alteracion de la capacidad intrinseca de activacion de
CREB en el envejecimiento. En este sentido, algunos estudios realizados en ratas y en ratones
viejos han demostrado que en el envejecimiento no solo se produce una disminucion de los
niveles basales de activaciéon de CREB, sino también una desregulacién de la activacion de
CREB ante distintos estimulos, como el aprendizaje (Asanuma et al., 1996; Foster et al., 2001;
Brightwell et al., 2004; Hattiangady et al., 2005; Monti et al., 2005).

Se ha sugerido que el envejecimiento podria afectar a la amplitud y al perfil temporal de
la fosforilacion de CREB. Asi, el estudio de Tomobe et al. (2007) demostré en ratones con
envejecimiento acelerado (SAMP8) una alteracion del patron de activacion de CREB en
comparacion con ratones controles. Los ratones SAMP8 manifestaron un Gnico pico de
fosforilacion de CREB, 9 horas después de la estimulacion. Por motivos técnicos, nuestras
ratas fueron sacrificadas en un intervalo de tiempo entre 30 minutos y 2 horas después de la
administracién de la ultima dosis de GH. Esto plantea la posibilidad de que la activacion de
CREB en las ratas viejas podria ser observada a tiempos mas largos que a los que se
sacrificaron nuestros animales.
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Diferentes vias de sefalizacibn promueven la fosforilacion de CREB, y se han
demostrado numerosas proteinas quinasas implicadas en su activacién. En neuronas, las
quinasas PKA, MAPK y CaMKIV juegan un papel relevante en la fosforilacion de CREB tras la
estimulacion neuronal (Barco et al., 2003; Carlezon et al., 2005). Por lo tanto, es posible que la
falta de activacion de CREB tras el tratamiento con GH pueda estar relacionada con
alteraciones de las vias de sefalizacidn intracelulares implicadas en su fosforilacion. En esta
linea, se ha sugerido que cambios en la homeostasis del Ca®* durante el envejecimiento son el
principal factor que altera el balance entre las actividades de las proteinas quinasas y de las
fosfatasas y, por tanto, desencadenante de la pérdida de fosforilacion de CREB y de la
expresion de genes mediada por CRE (Foster et al., 2001).

Por ultimo, debemos considerar la duracién del tratamiento con GH. En el estudio de Xu
et al. (2010) el tratamiento de ratas viejas con procianidinas consiguié elevar significativamente
los niveles de CREB fosforilado en el hipocampo de ratas con deficiencias cognitivas. En este
estudio, las ratas fueron tratadas durante 7 semanas, mientras que las nuestras fueron tratadas
durante 1 semana. Quizés, sea necesario un tratamiento con GH de mayor duracion para
observar cambios significativos en la activacion del factor de transcripcion CREB.

C.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GHRP-6 SOBRE EL PROCESO
DE MIELINOGENESIS

1.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA DIFERENCIACION DE OD EN CELULAS
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS

Ademas de su papel en la regulacién de la secrecion de GH, los GHS y la ghrelina
tienen importantes acciones tréficas en diversos 6rganos y tejidos periféricos. Existe escasa
informacion sobre las acciones de la ghrelina en el SNC. En ratas se ha observado una accién
proliferativa de la ghrelina en neuronas del nervio vago (Zhang et al., 2004) y en el hipocampo
(Johansson et al., 2008; Barlind et al., 2010). No existen estudios sobre el papel de la ghrelina
y los GHS en el desarrollo del sistema nervioso, ni en los procesos de oligodendrogénesis y
mielinizacién del cerebro durante el desarrollo.

En este estudio hemos observado que el tratamiento con GHRP-6 de células
cerebrocorticales embrionarias induce la expresion de MBP en todas las
concentraciones estudiadas, observandose un efecto dosis-respuesta con un pico maximo a
la concentracién de 10 M y un menor efecto a concentraciones superiores o inferiores. Estos
resultados sugieren la existencia de receptores funcionales de ghrelina en nuestro cultivo de
células neurales embrionarias y confirman que el GHRP-6 es capaz de inducir el proceso de
diferenciacion de los OD a OD maduros que expresan MBP. Ademas, evidencian por primera
vez que el GHRP-6 es capaz de promover la oligodendrogénesis en el cerebro durante el
desarrollo embrionario sugiriendo que la ghrelina juegue un papel en el proceso de
mielinizacién del cerebro durante esta etapa.
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2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA REMIELINIZACION DEL
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO

2.1.- Efecto del tratamiento con GHRP-6 subcutaneo sobre la remielinizacion del
cerebro de ratas viejas

La activacion por GH de la remielinizacion del cerebro de ratas viejas junto con el
estimulo por GHRP-6 del proceso de oligodendrogénesis in vitro nos llevo a estudiar el efecto
del tratamiento con GHRP-6 in vivo sobre la hipomielinizacion del cerebro de ratas viejas.

El presente estudio, confirma, una vez mas, la existencia de una disminucion en el
contenido de MBP cerebral asociada al envejecimiento, y pone de manifiesto por primera
vez, su reversibilidad parcial tras el tratamiento con GHRP-6.

Tanto en ratas de 24 como de 29 meses, el tratamiento con GHRP-6 durante 15 dias
produjo un aumento de la expresion de MBP, analizado tanto por inmunohistoquimica como por
Western inmunoblot. En las ratas de 29 meses de edad el efecto solo se observé en la corteza
cerebral anterior y no en el hipocampo, sugiriendo un efecto area-especifico. Este efecto
remielinizante, estd en linea con estudios previos que han demostrado acciones
neuroprotectoras de la ghrelina en los oligodendrocitos (Lee et al., 2011) y la implicacion de los
GHS en el proceso de mielinizacién en un modelo de lesion medular (Lee, Chung, et al., 2010).

2.2- Papel del IGF-l en la remielinizacion inducida por GHRP-6 en el cerebro de
ratas viejas

Al igual que con la GH, los resultados obtenidos in vitro e in vivo no nos permiten
afirmar si el efecto observado de GHRP-6 en la oligodendrogénesis y en la remielinizacion del
cerebro de rata vieja se debe a una accién directa o estd mediado por un factor inducido por
GHRP-6.

Estudios previos han sugerido que las acciones neuroprotectores de ghrelina podrian
implicar al eje GH/IGF-I. Dado que el IGF-I es un importante activador de la mielinizacién y que
ghrelina induce la expresion del IGF-I en ciertas condiciones experimentales (Frago et al.,
2002, 2005), el IGF-I podria mediar las acciones de GHRP-6 sobre la hipomielinizaciéon del
cerebro de las ratas viejas. Con el objetivo de dilucidar el papel del IGF-l en el efecto
remielinizante del GHRP-6 se empleé la misma estrategia utilizada con GH. Esto nos permitio
demostrar que el IGF-1 participa en la remielinizaciéon inducida por GHRP-6 en el cerebro
de las ratas viejas, ya que el bloqueo del R-IGF-I produce una disminucion de la expresion de
MBP en respuesta a GHRP-6. La participacion del IGF-I en los efectos neuroprotectores de la
ghrelina en la sustancia blanca ha sido sugerida anteriormente por Lee, Chung, et al. (2010) en
un modelo de lesidbn medular donde observaron que las acciones de la ghrelina sobre la mielina
iban acompariadas de un aumento de la expresion del IGF-1 en el tejido lesionado.

Aunque el tratamiento con GHRP-6 no incrementa los niveles del IGF-I circulante ni del
ARNm del IGF-I en ninguna de las areas cerebrales estudiadas, la disminucion del efecto de
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GHRP-6 sobre la remielinizacion del cerebro viejo al bloquear el receptor del IGF-1 sugiere que
el GHRP-6 requiere la presencia del IGF-I en sus acciones mielinizantes.

3.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA ACTIVACION DE CREB EN EL CEREBRO DE
RATAS VIEJAS

La informacién actual sobre el papel de CREB en la estimulacién de la transcripcién por
GHS es escasa. Se ha demostrado in vitro que GHRP-6 induce la fosforilacion de CREB en
células GH3 (Tian et al.,, 2010) y en cultivos de células hipocampales (Cuellar e Isokawa,
2011). In vivo, en un modelo de ratas diabéticas, la ghrelina aumenta la fosforilacion de CREB
en el hipocampo (Ma et al., 2011) y en el hipotalamo de ratas adultas tras su administracion
i.c.v. (Lage et al., 2010).

En nuestro estudio GHRP-6 no promueve la fosforilacion de CREB en el cerebro de
la rata vieja. Esta falta de efecto puede deberse a causas similares a los mencionados en el
caso de GH, como una pérdida de la capacidad intrinseca de activacion de CREB en el
envejecimiento, un patrén tiempo-respuesta alterado, una alteracion de las vias de sefalizacién
implicadas en la fosforilacion de CREB, un tiempo de sacrificio de los animales no adecuado
para ver el pico de activacién de CREB o una duracion del tratamiento demasiado corta para
producir los cambios celulares necesarios para recuperar la capacidad de activacion de CREB
en el envejecimiento.

D.- ALTERACIONES DE BDNF RELACIONADAS CON EL
ENVEJECIMIENTO

1.- Expresion del ARNm de BDNF en el cerebro de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

Numerosos estudio in vitro e in vivo, han puesto de manifiesto la relevancia de BDNF en
los procesos de oligodendrogénesis y mielinizacion en el SNC y SNP. Alteraciones de la
expresion o funcién de BDNF con la edad podrian jugar un papel causal en la hipomielinizacién
caracteristica del envejecimiento.

Nuestros resultados muestran una disminucion en la expresion del ARNm de
BDNF en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo de la rata vieja. En ratas, el efecto
del envejecimiento en la expresion de BDNF es controvertido. Asi, en funcién de la cepa de
rata, el area cerebral estudiada y la técnica de cuantificacion utilizada se han descrito
aumentos (Katoh-Semba et al., 1998), disminuciones (Narisawa-Saito y Nawa, 1996; Hayashi
et al., 1997; Croll et al., 1998; Murer et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Silhol et al., 2005), o
no alteraciones (Croll et al., 1998; Katoh-Semba et al., 1998; Webster et al., 2002; Bimonte et
al., 2003).
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En ratas Wistar, la cepa utilizada en el presente estudio, se ha observado mediante
PCR que en el hipocampo los niveles del ARNm de BDNF no variaban con la edad mientras
que los de la proteina, valorados mediante ELISA, aumentaban (Silhol et al, 2007). Las
discrepancias con nuestros resultados pueden deberse a diferencias en la técnica de PCR
utilizada y a la diferencia de edad de las ratas en ambos estudios, ya que nuestras ratas eran
de 29 meses mientras que las del estudio de Silhol et al. (2007) eran de 24 meses.

El tratamiento con GH aumenta la expresion del ARNm de BDNF en la corteza
cerebral anterior de la rata vieja pero no en el hipocampo, sugiriendo una accién de GH
area-especifica. Como hemos mencionado anteriormente, el tratamiento con GH induce la
expresion del ARNm de IGF-1 en la corteza cerebral anterior, pero no en el hipocampo. Este
aumento de la expresion del IGF-I podria ser, a su vez, el responsable del aumento de la
expresion de BDNF en la corteza cerebral anterior tras el tratamiento con GH. A favor de esta
hipbtesis, existen estudios previos que han demostrado que el IGF-I incrementa los niveles de
BDNF en areas cerebrales lesionadas (Kazanis et al., 2004).

El efecto de GHRP-6 sobre la expresion del ARNm de BDNF en el cerebro de rata vieja
difiere del ejercido por GH. EI GHRP-6 disminuye la expresion del ARNm de BDNF en la
corteza cerebral anterior sin modificarla en el hipocampo, sugiriendo, de igual manera que con
GH, una accion de los GHS sobre la expresion de BDNF area-especifica.

2.- Expresion del ARNm de BDNF en la hipoéfisis de ratas viejas: efecto del
tratamiento con GH o GHRP-6

En este estudio se confirma que en el envejecimiento se produce un aumento de
la expresion del gen de BDNF en la hipofisis. Este fendmeno fue descrito anteriormente por
Rage et al. (2007), quienes ademas demostraron que el aumento de la expresion del ARNm de
BDNF en el envejecimiento no se acompara de un aumento paralelo de la proteina. En otros
estudios se ha observado que los niveles del ARNm de BDNF en la hipdfisis no varian en el
envejecimiento (Kononen et al., 1994, 1995).

El tratamiento con GH o GHRP-6 tiene un efecto diferente en la expresion del ARNm de
BDNF. Mientras que la GH disminuye significativamente la expresion del ARNm de BDNF
en la hipéfisis, el GHRP-6 no modifica su expresion. Estos datos sugieren que los cambios
de GH en el envejecimiento influencian la expresion de este factor neurotréfico cuya funcion en
la hipdfisis esta por definir. Tanto estos resultados como los obtenidos en la corteza
cerebral ponen de manifiesto por primera vez la accion reguladora de la GH sobre la
expresion de BDNF en el envejecimiento.
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E.- ALTERACIONES INFLAMATORIAS EN EL CEREBRO
RELACIONADAS CON EL ENVEJECIMIENTO

1.- EXPRESION DE CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS EN EL CEREBRO DE RATAS
VIEJAS: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6

Durante los ultimos afos ha ido ganando consistencia el concepto de que el
envejecimiento estd asociado a fendmenos inflamatorios tanto a nivel periférico como a nivel
cerebral.

Numerosas evidencias sugieren que la inflamacién esta implicada en la etiopatogenia
de diversas enfermedades desmielinizantes como la esclerosis multiple o el sindrome Guillain-
Barré. En este sentido, diversos estudios han relacionado la inflamacion con las alteraciones de
la vaina de mielina observadas en el envejecimiento (Sloane et al., 1999; Sandell y Peters,
2002; Hinman et al., 2004).

Se ha observado que en el cerebro viejo se produce un aumento de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1B8, IL-6 y TNF-a en el hipocampo y la corteza cerebral (Murray et
al., 1997; Ye y Johnson, 1999; Terao et al., 2002; Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Maher
et al., 2004; Nolan et al., 2005; Sierra et al., 2007; Tripathy et al., 2010). De acuerdo con
hallazgos previos, en este estudio se confirma un aumento de la expresion de la IL-1B en
el hipocampo de las ratas viejas, sin observarse cambios en la corteza cerebral anterior. La
expresion del TNF-a en el cerebro de las ratas viejas no se altera en las areas cerebrales
estudiadas.

Aunque se ha demostrado que la GH estimula la secrecion de citoquinas, su papel
como hormona pro o antiinflamatoria no esta establecido. Los resultados obtenidos en este
trabajo donde se demuestra que la GH estimula la expresion de la IL-1B en todas las areas
cerebrales estudiadas y la del TNF-a en la corteza cerebral anterior apoyan que la GH
ejerce acciones fundamentalmente proinflamatorias en el cerebro de la rata vieja. Estos
resultados estan de acuerdo con estudios previos realizados in vitro e in vivo que evidencian
que la GH estimula la secrecién de citoquinas proinflamatorias como la IL-18, IL-6 y TNF-a
(Tseng et al., 1997; Bozzola et al., 1998, 2003; Uronen-Hansson et al., 2003; Pagani et al.,
2005).

El efecto del tratamiento con GHRP-6 en la expresién de las citoquinas proinflamatorias
es opuesto al observado con GH. El GHRP-6 disminuye la expresion del ARNm de la IL-1B
en el hipocampo de las ratas viejas sin afectar su expresion en la corteza cerebral
anterior. El GHRP-6 no produce cambios significativos en la expresiéon del TNF-a, aunque se
observa una tendencia inhibitoria. Estos resultados apoyan el papel antiinflamatorio de los GHS
demostrado previamente en la gran mayoria de estudios tanto in vitro (Dixit et al., 2004; Taub,
2008) como in vivo (Chang et al., 2003, 2004; Granado et al., 2005; Gonzalez-Rey, Chorny, et
al., 2006; Wu et al., 2007; Chorny et al., 2008) con ghrelina y diversos GHS.

Ademas, nuestros resultados confirman el potencial terapéutico de los GHS como
inhibidores de la inflamacion en el envejecimiento demostrado en diversos estudios (Taub y
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Longo, 2005; Taub et al., 2010) y como factores neuroprotectores mediante la disminucion de
citoquinas proinflamatorias (Ersahin et al., 2010; Cheyuo et al., 2011).

El hecho de que la accion antiinflamatoria de la ghrelina haya sido relacionada con
efectos neuroprotectores sobre las lesiones desmielinizantes en un modelo animal de
esclerosis multiple (Theil et al., 2009) sugiere que la accion remielinizante de GHRP-6 en el
cerebro de rata vieja puede estar vinculada a su efecto antiinflamatorio.

Segun nuestros resultados la GH ejerceria acciones neuroprotectoras estimulando la
expresion de citoquinas proinflamatorias mientras que el GHRP-6 lo haria inhibiendo dichas
citoquinas. En este punto debemos considerar que el papel que juegan los mecanismos
inflamatorios en la proteccién del cerebro es cuestionable. Mientras que algunos trabajos
relacionan las citoquinas proinflamatorias IL-18 (Merrill, 1991; Brogi et al., 1997) y TNF-a
(Probert et al., 1995; Akassoglou et al., 1997) con alteraciones de la mielinizacion, otros
sustentan sus acciones neuroprotectoras. De especial relevancia son los trabajos que han
evidenciado las acciones neuroprotectoras de la IL-18 sobre los oligodendrocitos y la sustancia
blanca (Araujo y Cotman, 1992; Silberstein et al., 1996; Glazebrook et al., 1998; Mason et al.,
2001). El paralelismo observado en este estudio entre la accién remielinizante de la GH y la
induccién de citoquinas proinflamatorias haria suponer que las acciones proinflamatorias de la
GH inducen neuroproteccion.

En cuanto a las citoquinas antiinflamatorias, nuestros resultados sugieren que la
expresion de la IL-10 no se modifica significativamente en el envejecimiento, al menos en
las &reas cerebrales estudiadas. El tratamiento con GH o GHRP-6 no alteré la expresion de
la IL-10. Los estudios previos relativos a la IL-10 no son concluyentes habiéndose observado
tanto aumentos (Gonzalez-Scarano y Baltuch, 1999) como disminuciones (Ye y Johnson, 2001;
Mabher et al., 2005; Frank et al., 2006) e incluso no cambios (Peterson et al., 1994).

Existen algunos estudios en los que se afirma que CXCL12 participa en la proliferacién
neuronal, migracion celular, crecimiento axonal y mielinizacion durante el desarrollo del SNC
(Zou et al., 1998; Lu et al., 2002; Stumm et al., 2003; Pujol et al., 2005). Sin embargo, no
existen datos sobre el efecto del envejecimiento en esta quimioquina ni su implicacién en la
hipomielinizacion que acompana al envejecimiento. Nuestros resultados sugieren que el
envejecimiento no afecta a la expresion del ARNm de CXCL12 en el cerebro.

Estudios previos realizados in vivo han observado que la senalizacién mediada por
CXCL12 y su receptor CXCR4, regula la migracién, proliferacion y diferenciacion de
precursores neurales en el SNC tras lesiones desmielinizantes (Carbajal et al., 2010; Patel et
al., 2010). Sin embargo, el tratamiento con GH o GHRP-6 no produce ningun cambio en
los niveles de CXCL12, lo que sugiere que el CXCL12 no participa en la remielinizacion
observada con GH y GHRP-6 en el cerebro de la rata vieja.
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2.- EXPRESION DE CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS EN LA HIPOFISIS DE RATAS
VIEJAS: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6

Las citoquinas juegan un importante papel en el funcionamiento y en la regulacion
hipofisaria donde mediante mecanismos autocrinos y/o paracrinos influyen en la secrecion
hormonal. En la actualidad no existen datos sobre el efecto del envejecimiento en su expresion
hipofisaria ni sobre su participacion en las alteraciones endocrinas hipofisarias propias del
envejecimiento.

Los resultados mostrados en el presente estudio sugieren que la expresion hipofisaria
de las citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNF-a no se altera con el envejecimiento. Por
el contrario, la expresion de CXCL12 en la hipéfisis aumenta con la edad, sugiriendo su
implicacion en las alteraciones funcionales y morfolégicas que ocurren en la hipéfisis durante el
envejecimiento. El tratamiento con GH estimula la expresion de la IL-18 y del TNF-a en la
hipofisis de las ratas viejas. El GHRP-6 estimula la expresion de la IL-1B sin afectar la del
TNF-a. Ninguno de los dos tratamientos estimula la expresion de CXCL12. Estos resultados
ponen de manifiesto una gran sensibilidad del patrén inflamatorio hipofisario a la GH y GHRP-6
durante el envejecimiento, aunque su significado fisiol6gico es desconocido.

F.- ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DE LA MEMORIA EN EL
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6

En la mayoria de las especies animales estudiadas se ha observado que el
envejecimiento se acompana de alteraciones cognitivas, incluso en ausencia de alteraciones
patolégicas como la enfermedad de Alzheimer. Un gran nimero de estudios han demostrado
una marcada disminucion de la capacidad de aprendizaje y de memoria durante el
envejecimiento fisioldégico (Grady y Craik, 2000; Wyss et al., 2000; Erickson y Barnes, 2003).

Dado que tanto los humanos (Deijen et al., 1996; Sartorio et al., 1996; Rollero et al.,
1998) como las ratas (Noguchi, Sugisaki, Tsukada, 1982; Bouchon y Will, 1983) con DGH
presentan importantes alteraciones cognitivas, se ha sugerido que la disminucién de los niveles
de GH e IGF-I podria ser una de las causas implicadas en las alteraciones cognitivas en el
envejecimiento fisiolégico (Rollero et al., 1998; Aleman et al., 1999) e incluso en patologias
como el Alzheimer (Connor et al., 1997; Connor y Dragunow, 1998).

El comportamiento de alternancia espontanea define la tendencia que tienen las ratas
de alternar su eleccion de entrada en los brazos de un laberinto en Y en sucesivas
oportunidades. Desde que este comportamiento fue descrito (Tolman, 1925), este fendmeno ha
sido asociado con una gran variedad de mecanismos incluidos la curiosidad (Dember y Earl,
1957), la adaptacion a la novedad (Carlton, 1969) y la memoria espacial de trabajo o la
memoria a corto plazo (Sarter et al., 1988).
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Mediante la utilizacion del test del laberinto en Y nos propusimos valorar el
comportamiento de alternancia espontanea para estudiar las alteraciones cognitivas de las
ratas viejas y su posible reversibilidad tras el tratamiento con GH o GHRP-6.

El presente estudio confirma que en las ratas viejas se produce una alteracion del
comportamiento de alternancia espontanea. Ademas, se observa una disminucién en el
numero de entradas en los brazos del laberinto con la edad, indicativa de una disminucién
en la actividad exploratoria, pero que también puede reflejar alteraciones de la locomocién. Por
lo tanto, es dificil establecer si esta variacién en el comportamiento de alternancia espontanea
es consecuencia de algun tipo de alteracién cognitiva y/o otros fenémenos, como una menor
actividad locomotora de las ratas viejas que llevaria a una menor exploracién por motivos
fisicos mas que por motivos cognitivos.

En el segundo test, en las ratas viejas no tratadas se observa un empeoramiento de
estos parametros en los animales controles, con una disminucidén significativa en el
comportamiento de alternancia espontdnea y en el niumero de entradas. Sin embargo, en las
ratas viejas tratadas con GH o GHRP-6 no se aprecia el empeoramiento de estos parametros,
lo que sugiere que tanto la GH como el GHRP-6 pueden mejorar estos comportamientos,
relacionados con alteraciones cognitivas, en las ratas viejas.

G.- VIP Y ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

1.- ALTERACIONES DE LAS CELULAS VIPERGICAS CEREBRALES EN EL
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH

En el SNC se han observado variaciones en la expresion de ciertos neuropéptidos
asociadas al envejecimiento. Entre los neuropéptidos afectados por el envejecimiento se
encuentra VIP (Chee et al., 1988; Gozes et al., 1988; Andreose et al., 1994; Cha et al., 1997;
Krajnak et al., 1998; Duncan et al., 2001; Kall6 et al., 2004) neuropéptido ampliamente
expresado en el SNC de mamiferos donde ejerce importantes funciones neurotréficas y
neuroprotectoras.

Los resultados expuestos en este trabajo confirman que en el envejecimiento se
produce un marcado descenso del nimero de neuronas vipérgicas en el cerebro de las
ratas viejas que se acompafna de cambios morfolégicos con una disminucién del numero y
longitud de las dendritas ademas de una desorganizacion de la distribucion celular como se ha
descrito anteriormente (Cha et al., 1995).

El presente estudio pone de manifiesto por primera vez que la administracion de GH
i.c.v. revierte la disminucion en el numero de células vipérgicas asi como sus
alteraciones morfoldgicas observadas en el cerebro de las ratas viejas. Este efecto de GH
sobre las neuronas vipérgicas puede deberse a una accion directa o indirecta de la GH.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que el IGF-I induce la
expresion de VIP en cultivos de células de la hipdfisis anterior (Lara et al., 1994). Dado que los
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resultados mostrados en este trabajo demuestran que la GH aumenta la expresion del gen del
IGF-I en la corteza cerebral anterior, los cambios observados en las neuronas vipérgicas tras la
administracién de GH podrian estar mediados por el aumento de la expresion del IGF-I.

2.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE VIP SOBRE EL PROCESO DE
MIELINOGENESIS

2.1.- ESTUDIO DE LA ACCION DE VIP SOBRE EL PROCESO DE
OLIGODENDROGENESIS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

2.1.1.- Efecto de VIP sobre el numero de precursores de OD y de OD maduros

VIP es un importante factor regulador del crecimiento embrionario (Gressens et al.,
1993, 1994, 1998; Hill et al., 1994, 1996, 1999; Glazner et al., 1999; Spong et al., 1999;
Servoss et al., 2001). En cultivos de embriones enteros de ratdn del dia E9.5 el tratamiento con
VIP produce un crecimiento dosis-dependiente (Gressens et al., 1993; Glazner et al., 1999; Hill
et al., 1999) junto con un aumento de la division celular (Gressens et al., 1998). El tratamiento
con VIP aumenta el nimero de cuerpos celulares y el contenido de ADN y proteina (Gressens
et al.,, 1993; Glazner et al., 1999; Hill et al., 1999), manteniendo constantes las proporciones
morfologicas de los embriones. El bloqueo de la accién de VIP mediante el tratamiento de
ratones prefiados con un agonista de VIP (Gozes et al., 1989, 1991) entre los dias E9-E11
resulta en una inhibicion significativa del crecimiento embrionario (Gressens et al., 1994), al
igual que ocurre al tratar los cultivos de embriones enteros del dia E9.5 con un anticuerpo anti
VIP (Glazner et al., 1999), demostrando que VIP es necesario para mantener la tasa de
crecimiento normal. A pesar de todas las evidencias sobre las acciones tréficas de VIP en el
desarrollo embrionario, son escasos los estudios sobre el papel de VIP en la mielinizacién del
cerebro en desarrollo.

En nuestro modelo experimental de cultivo primario mixto, el andlisis inmunocitoquimico
muestra que VIP es capaz de aumentar el nimero de OD. Este efecto fue evidente en OD
inmaduros (O4+) y en OD maduros (MBP+) siendo mas marcado en los OD maduros. Como
sucede con otras acciones de VIP el efecto fue mas evidente con las dosis mas bajas
ensayadas (Lorenzo et al., 1989).

Estos resultados son la primera evidencia de que VIP estimula la proliferacién de
los precursores de OD y promueve su diferenciacion a OD maduros y que, por tanto, VIP
actua como un factor mediador de la transicién de OD O4 (+) a OD maduros. Ademas sugieren
la implicacion de VIP en el proceso de mielinizacién y consecuentemente en la maduracién
cerebral durante el desarrollo embrionario.
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2.1.2.- Efecto de los inhibidores LY, PD y H89 en la induccion de MBP y/o O4 por
VIP

Demostrada la capacidad de VIP de activar las vias de sefalizacién de PKA, MAPK y
PI3K en células cerebrocorticales (datos no mostrados) estudiamos, mediante la estrategia del
bloqueo con inhibidores especificos, la participacion de estas vias en el proceso de
oligodendrogénesis y en el efecto de VIP sobre el mismo.

Nuestros resultados indican que las via PI3K, MAPK y PKA, participan en la
oligodendrogénesis inducida por VIP. El bloqueo de cada una de ellas conduce a una
disminuciéon en el numero de OD maduros que se desarrollan en respuesta a VIP y en
consecuencia a una disminucion en la expresion de MBP inducida por VIP cuando se analiza
por inmunocitoquimica. Ademas, la via de la PKA participa en la proliferacién de OD inmaduros
inducida por VIP, como sugiere el hecho de su bloqueo conduce a una disminucién en la
expresion de O4 inducida por VIP.

Al igual que en experimentos previos observamos una disminucion de la expresion
basal de MBP en los cultivos tratados solo con los inhibidores LY294002, PD098059 y H89,
sugiriendo, como hemos comentado anteriormente, la participacion de las vias PI3K, de MAPK
y PKA en la diferenciacién de los OD.

2.1.3.- Efecto de VIP sobre la activacion de CREB

Estudios previos realizados en diversos tipos celulares (Hokari et al., 2005; Persson et
al.,, 2005; Guan et al., 2009), incluidas células hipofisarias en cultivo en nuestro laboratorio
(Fernandez et al., 2005), han demostrado que VIP es un factor estimulador de la fosforilacién
de CREB. Nuestros resultados confirman en un cultivo de células cerebrocorticales que
VIP induce la activacion de CREB.

Estudios previos han evidenciado que las vias de sefalizacion PKA (Fernandez et al.,
2005; Persson et al., 2005; Guan et al., 2009) y MAPK (Fernandez et al., 2005; Guan et al.,
2009) estan implicadas en la activacion de CREB por VIP. En este trabajo hemos demostrado
que ambas vias de sefalizacién participan en las acciones de VIP en el proceso de
oligodendrogénesis por lo que es posible que estas vias estén involucradas en la fosforilacion
de CREB en respuesta a VIP.

2.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE VIP SOBRE LA REMIELINIZACION DEL
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO

2.2.1.- Efecto del tratamiento con VIP subcutaneo sobre la remielinizacion del
cerebro de ratas viejas

Durante la ultima década varios estudios han sugerido que VIP pueda estar implicado
en la etiopatogenia de enfermedades que cursan con alteraciones de la mielina como la
esclerosis multiple (Fernandez-Martin et al., 2006; Sun et al., 2006) o la encefalitis experimental
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autoinmune en ratones (Gonzalez-Rey, Fernandez-Martin, et al., 2006). Estos antecedentes
junto con el estimulo por VIP del proceso de oligodendrogénesis in vitro que habiamos
observado nos llevd a estudiar el efecto del tratamiento con VIP in vivo sobre la
hipomielinizacién del cerebro de ratas viejas.

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que VIP estimula Ia
remielinizacion del cerebro de la rata vieja. Este efecto se evidencia en la corteza cerebral
anterior pero no en el hipocampo sugiriendo una accién area-especifica. Estos hallazgos
confirman las acciones neuroprotectoras de VIP sobre la sustancia blanca que han sido
descritas previamente en modelos de seccionamiento del nervio ciatico (Rayan et al., 1991,
1995; Zhang et al., 2002), en modelos de leucomalacia periventricular en ratén (Gressens et
al.,, 1997, 1998, 1999) y en un modelo de lesién excitotdéxica neonatal (Husson et al., 2005).
Como hemos demostrado, la GH induce la expresion de VIP en el cerebro de las ratas viejas,
lo que sugiere que VIP actue como uno de los mediadores de GH en su accién remielinizante.

2.2.2.- Papel de BDNF en la remielinizacion inducida por VIP en el cerebro de
ratas viejas

Una vez demostrada la capacidad de VIP de estimular la remielinizacién in vivo en el
cerebro de las ratas viejas, nos planteamos dilucidar los mecanismos implicados en las
acciones de VIP sobre la mielina.

Ademas de sus acciones directas, se ha demostrado que VIP ejerce acciones indirectas
mediadas por la liberacidon por las células gliales de factores como el ADNF y el ADNP (Gozes
et al., 2003), la IL-1a (Brenneman et al., 2003) y la proteasa nexina 1 (Festoff et al., 1996) o
potenciando la accion de neurotransmisores (Magistretti, 1986). Uno de los factores a
considerar como mediador de las acciones de VIP es el BDNF cuya expresion es inducida por
VIP (Pellegri et al., 1998). Este hecho junto con las conocidas acciones de BDNF en la
mielinizacién, nos llevd a plantear si BDNF podria ser un mediador de las acciones
remielinizantes de VIP. Los resultados evidencian que el bloqueo de ambos receptores de
BDNF resulta en una disminucion de la expresion de MBP en respuesta al tratamiento
con VIP. Nuestros datos demuestran la implicacion de BDNF en la acciéon remielinizante del
VIP en la corteza cerebral anterior de las ratas viejas confirmando estudios previos que
demuestran que BDNF media las acciones neuroprotectoras de VIP sobre la sustancia blanca
(Husson et al., 2005). Al analizar si el efecto de VIP sobre la remielinizacion podria deberse a
un incremento de BDNF tras la administracion de VIP, observamos que VIP no modificaba la
disminuida expresion de BDNF en corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Estas
evidencias sugieren que BDNF facilita, por mecanismos aun no conocidos, la accién
remielinizante de VIP.

El hecho de que el efecto inhibidor de las acciones de VIP se pone de manifiesto al
bloquear tanto el receptor TrkB como el P75"™", indica la participacién de ambos receptores en
el efecto mielinizante de BDNF, como se habia observado en estudios previos (Taniuchi et al.,
1988; Gai et al., 1996; Du, Fischer, et al., 2006; Du, Lercher, et al., 2006; Van't Veer et al.,
2009).
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2.2.3.- Papel del IGF-I en la remielinizacion inducida por VIP en el cerebro de ratas
viejas

Estudios previos han demostrado que el IGF-I es un mediador de las acciones de VIP
en el crecimiento embrionario y que VIP funciona como un regulador de la expresiéon génica del
IGF-I en el embrién (Servoss et al., 2001). Dada la importancia del IGF-I en la mielinogénesis
demostrada en estudios previos (Yao et al.,, 1995; Mason et al., 2000) y en este estudio,
investigamos si el IGF-I tenia algun papel en la accién remielinizante de VIP en el cerebro de la
rata vieja.

El bloqueo del R-IGF-I nos permiti6 demostrar que el IGF-I participa en la
remielinizacion inducida por VIP en el cerebro de las ratas viejas, ya que al bloquear el
R-IGF-I se abole la induccion de MBP en respuesta al VIP.

La implicacién del IGF-1 en la accién remielinizacién de VIP nos llevo a estudiar el efecto
de VIP sobre la expresion del IGF-1 y del R-IGF-I en el cerebro de la rata vieja. Los resultados
obtenidos indican que VIP no afecta a los niveles de expresion del ARNm del IGF-I ni del
R-IGF-I. ElI hecho de que el bloqueo del R-IGF-I disminuya el efecto de VIP sobre la
remielinizacidén del cerebro de rata vieja sin que se produzca una estimulacion de la expresién
de los genes del IGF-1 y del R-IGF-I tras el tratamiento con VIP sugiere una posible interaccion
entre las vias de senalizacién del IGF-I y VIP como observamos en estudios previos en
hipofisis de rata (Fernandez et al., 2003).

3.- ESTUDIO DE LA ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION CREB EN
EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE VIP

En este estudio realizado en ratas de 24 meses de edad, a diferencia de lo que ocurre
en ratas de 29 meses, ho se observa una disminucion significativa de la activacion de
CREB en las areas cerebrales analizadas, sugiriendo que el efecto del envejecimiento en la
fosforilacion de CREB ocurre fundamentalmente en ratas de edad muy avanzada.

Tras la administracion de VIP se observa un aumento de la fosforilacion de CREB. Sin
embargo, la alta variabilidad muestral de nuestro estudio no nos permite establecer una
conclusién sobre el efecto de VIP en la activacion de CREB en el cerebro de ratas viejas.

4.- EXPRESION DE CITOQUINAS INFLAMATORIAS EN EL CEREBRO DE RATAS
VIEJAS: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON VIP

De acuerdo con los resultados obtenidos en las ratas de 29 meses, en esta parte del
estudio se confirma que en el cerebro de la rata vieja existe una alteracion en los perfiles
de expresion de las citoquinas caracterizada fundamentalmente por un aumento de la
expresion de la IL-1B en la corteza cerebral anterior y de la IL-6 y de TGF-$ en todas las
areas cerebrales estudiadas. La expresion de TNF-a en el cerebro de las ratas viejas no se
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altera. Estos resultados confirman estudios previos que sugieren que en el envejecimiento
fisiologico el cerebro presenta un cierto nivel de inflamacién cronica, caracterizado por un
aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias fundamentalmente en el hipocampo pero
también en regiones corticales (Murray et al., 1997; Ye y Johnson, 1999; Terao et al., 2002;
Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Maher et al., 2004; Nolan et al., 2005; Sierra et al., 2007;
Tripathy et al., 2010).

A pesar de la amplia literatura existente sobre las acciones antiinflamatorias de VIP,
nuestros resultados ponen en evidencia acciones de VIP en el cerebro de las ratas viejas
fundamentalmente proinflamatorias, como demuestra el hecho de que VIP estimula en el
cerebro de las ratas viejas los niveles del ARNm de la IL-6, del TNF-a y de la IL-1B (esta
dltima sin llegar a ser significativa), sin afectar a los niveles de la citoquina antiinflamatoria
TGF-B.

El hecho de que la accién remielinizante de VIP sobre el cerebro de rata vieja vaya
acompanada fundamentalmente de un efecto estimulador de las citoquinas proinflamatorias IL-
18, IL-6 y TNF-a abre de nuevo la problematica sobre el papel beneficioso de la
neuroinflamacién en el SNC (Schwartz et al., 1999; Yong, 2004). Ademas, estos resultados
avalan, como se ha sugerido, que el concepto de citoquinas proinflamatorias es muy
cuestionable dada la alta versatilidad de las citoquinas, las cuales pueden ejercer acciones
proinflamatorias o antiinflamatorias dependiendo del estimulo y de los cambios en el
microambiente celular que induce su secrecién.

En esta linea, esta la IL-6, una citoquina pleitrpica, que inicialmente fue considerada
como una citoquina proinflamatoria debido a que a menudo es secretada junto con la IL-1a y el
TNF-a (Dinarello et al., 1986). Se ha sugerido que la IL-6 tiene importantes propiedades
neurotréficas, dado que promueve el crecimiento y diferenciacion de una gran variedad de
células, incluidas células madre hematopoyéticas y neurales (Frei et al., 1989; Hirano et al.,
1990; Selmaj et al., 1990; Spangelo et al., 1990) y que puede jugar un papel neuroprotector en
el cerebro (Yamada y Hatanaka, 1994; Matsuda et al., 1996; Loddick et al., 1998). Ademas, se
considera que la IL-6 podria actuar como un sensor del dafo celular y controlar la liberacion de
citoquinas mas toxicas y promover el comienzo de los procesos reparadores (Maimone et al.,
1993).

En cuanto al TNF-a también se han descrito acciones tanto neurotdxicas como
neuroprotectoras en el cerebro. La secrecion de TNF-a puede iniciar diversos efectos a través
de la activacién de receptores de membrana. El receptor de TNF-a p55 contiene un dominio
inactivo y normalmente su activacion produce la muerte celular por apoptosis. Sin embargo, en
ciertas circunstancias, la activacion de este receptor también puede conducir a la activacion de
NFB y contribuir a la supervivencia celular. Estas acciones contradictorias se han asociado con
la localizacién del receptor. Asi la internalizacion del receptor conlleva la muerte celular,
mientras que la localizacion del receptor en la membrana conduce a la supervivencia celular.
Un segundo receptor de TNF-a, el receptor P75"" est4 normalmente asociado con el
crecimiento y supervivencia celular, sin embargo, éste puede cooperar con el receptor p55 y
contribuir a la muerte celular. Por lo tanto, aunque una activacion del TNF-a en el cerebro es a
menudo considerado como un indicador de la activacion de la microglia y de neuroinflamacion,
un gran numero de factores participan en el resultado final.
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Dado que tanto el BDNF como el IGF-I participan en la accién remielinizante de VIP en
la corteza cerebral anterior de las ratas viejas, estudiamos la participacion de estos factores en
la estimulacién de las citoquinas por VIP. Para ello blogueamos mediante inhibidores
especificos los receptores del BDNF e IGF-I, lo que abolié el efecto de VIP sobre la expresion
de citoquinas, apoyando una vez mas un papel modulador de BDNF e IGF-| en las acciones de
VIP.
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Conclusiones

1.- Las alteraciones hipofisarias y periféricas descritas confirman el declinar del eje GH-IGF-I en
las ratas viejas utilizadas en este estudio y avalan que constituyen un modelo apropiado para el
estudio de los efectos del tratamiento con GH y GHRP-6 en las alteraciones cerebrales que
acompanan al envejecimiento.

2.- Los niveles de expresion de los ARNms del R-GH, IGF-1 y R-IGF-I no se modifican ni en la
corteza cerebral anterior ni en el hipocampo de las ratas viejas. El tratamiento con GH induce la
expresion del ARNm de IGF-1 y del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior pero no en el
hipocampo de las ratas viejas.

3.- Se evidencia por primera vez la disminucion de la expresion del ARNm del R-GHS-1b en el
hipocampo de la rata vieja, sugiriendo un papel de ghrelina en las funciones cognitivas
mediadas por el hipocampo.

4.- La GH estimula la diferenciacién de los oligodendrocitos en células cerebrocorticales
embrionarias, 1o que sugiere la participacién de la GH en el proceso de mielinizacion durante el
desarrollo embrionario. La GH induce la fosforilacién de CREB y activa las vias de sefalizacion
MAPK y PI3K, las cuales median la induccién de la oligodendrogénesis por GH.

5.- Se confirma la existencia de una disminucion en el contenido de mielina cerebral asociada
al envejecimiento en la rata y se demuestra por primera vez que la administracién de GH i.c.v.
es capaz de revertir la hipomielinizacién observada en el cerebro de ratas viejas, efecto que
estd mediado por IGF-I.

6.- Se observa una disminucion de la activacion de CREB en cerebro que no se modifica por la
administracién de GH.

7.- Se demuestra por primera vez que GHRP-6 es capaz de promover la oligodendrogénesis en
células cerebrocorticales embrionarias, lo que sugiere que la ghrelina pueda jugar un papel
relevante en el proceso de mielinizaciéon durante el desarrollo embrionario.

8.- Se demuestra por primera vez que GHRP-6 promueve la remielinizacién en el cerebro de
ratas viejas. Este efecto esta mediado por IGF-I.

9.- El envejecimiento induce cambios en la expresion del ARNm de BDNF que son especificos
de tejido, aumentando en la hipdfisis y disminuyendo en las areas cerebrales estudiadas. El
tratamiento con GH, pero no con GHRP-6, revierte los cambios en la expresion del ARNm de
BDNF en la corteza cerebral anterior e hipdfisis, lo que sugiere que la expresion de BDNF en el
envejecimiento esta regulada por GH.

10.- El patron de expresién de citoquinas en el cerebro es compatible con alteraciones
inflamatorias relacionadas con el envejecimiento cerebral. Se sugiere un efecto estimulador de

la GH y atenuador del GHRP-6 de los cambios inflamatorios cerebrales asociados con la edad.

11.- Se demuestra una alteracion en el comportamiento de alternancia espontanea en ratas
viejas, que se modifica parcialmente por GH y GHRP-6.

163



Conclusiones

12.- Se confirma que en el envejecimiento se produce una disminucion del numero de
neuronas vipérgicas ademas de una alteracion de su morfologia. La administracion de GH i.c.v.
revierte estos cambios, demostrandose por primera vez que en el envejecimiento el VIP
cerebral esta regulado por GH.

13.- VIP promueve la diferenciacion de los oligodendrocitos confirmandose su implicacién en el
proceso de mielinizacién durante el desarrollo embrionario. Las vias de sefalizacion PI3K,
MAPK y PKA estan implicadas en la activacion del proceso de oligodendrogénesis inducido por
VIP. Se demuestra que VIP induce la activacion de CREB lo que sugiere que CREB patrticipa
en el proceso de oligodendrogénesis inducido por VIP.

14.- Se demuestra por primera vez que VIP estimula la remielinizacién en el cerebro de la rata
vieja. Este efecto esta mediado por BDNF e IGF-I.

15.- El estudio del efecto de VIP sobre la expresion de las citoquinas sugiere una accion

proinflamatoria de VIP en el cerebro de la rata vieja. Este efecto estd mediado por BDNF e
IGF-I.
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