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RESUMEN

El control hormonal del crecimiento animal estd mediado por la
actividad de la hormona del crecimiento (GH) y del factor de crecimiento
similar a insulina (IGF-1); la sintesis y liberacién de estos factores puede ser
variable dependiendo de la edad de los animales. Se evalué la concentraciéon
sérica de GH e IGF-1 y la expresion de GH y de la proteina transportadora de
IGF-1 (IGFBP) en cerdos desde el nacimiento hasta los 180 dias de edad. Se
sacrificaron cuatro cerdos machos de cada una de las siguientes edades: 1, 30,
60, 120 y 180 dias. Al sacrificio, se tomaron muestras de hipdfisis, higado y
musculos largo dorsal y semitendinoso. En cada muestra de tejido se analiz¢6 la
expresion de GH e IGFBP mediante la técnica de PCR cuantitativo. La
concentracion sérica de GH e IGF se analiz6, mediante ensayos de ELISA en 4
cerdos de cada una de las edades siguientes: 1, 30, 60, 120 y 180 dias. La
expresion y concentracion de factores de crecimiento se regresaron y
correlacionaron con la edad y peso de los animales. La concentraciéon de GH
mostré incrementé de manera cuadratica (P=0.035); el valor maximo se observé
a los 30 dias. La concentracion de IGF-1 mostr6 un comportamiento lineal
(P<0.001) y cuadratico (P<0.001); el valor mas bajo fue al nacimiento y se
incremento hasta 17.7 ng/ml a 120 d. La concentracién de IGF-1 también estuvo
relacionada con el peso al nacimiento (P=0.035) y con peso al sacrificio (P<
0.001) de los cerdos. La expresién de GH fue mayor al nacimiento y disminuy6
con el aumento en la edad de los individuos (P=0.054). Ademas, la
concentracion de IGF-1 afect6 negativamente (P=0.003) la expresiéon de GH. La
expresion de IGFPB se redujo en forma lineal conforme incrementaba la edad
de los cerdos (P=0.009); igualmente la concentracion de IGF-1 redujo la
expresion de su transportador (P<0.001). En conclusién, las concentraciones
séricas de GH e IGF-1 y la expresion de GH e IGFBP se encuentran relacionadas

entre si y se modifican conforme a la edad de los cerdos.



SUMMARY

The hormonal control of animal growth is mediated by growth hormone
(GH) and the insulin-like growth factor 1 (IGF-1); the synthesis and release of
these factors can vary depending on the age of the animals. Serum
concentration of GH and IGF-1, and the expression of GH and IGF binding
protein-1 (IGFBP) in pigs from birth to 180 days of age were evaluated. Four
pigs at each of the following ages were sacrificed: 1, 30, 60, 120 and 180 days.
Tissue samples from hypophysis, liver, and longissimus dorsi and
semitendinosus muscles were collected at slaughter. Each tissue samples was
analyzed for GH and IGFBP expression using the quantitative PCR technique.
Serum concentration of GH and IGF was analyzed in 4 pigs at each of the
following ages 1, 30, 60, 120 and 180 days by ELISA. Regression and multiple
correlation analyses were performed between expression, serum concentration,
age, and weight of the animals. Concentration of GH in serum increased in a
quadratic (P = 0,035) fashion; the maximum levels was observed at 30 d of age.
The concentration of IGF-1 linearly (P <0.001) and quadratically (P<0.001)
increased; the lowest value was observed at birth and increased up to 17.7 ng/
ml at the age of 120 d. The concentration of IGF-1 was also related with birth
weight (P=0.035) and slaughter weight (’<0.001) of the pigs. The expression of
GH was higher at birth and decreased as age of the pigs (P=0.054). The
concentration of IGF-1 negatively affected (P=0.003) the expression of GH.
IGFPB expression decreased linearly (P=0.009) as the age of pigs increased; also,
the concentration of IGF-1 reduced the expression of its transporter (P<0.001).
In conclusion, serum levels of GH and IGF-1 and GH and IGFBP expression are

interrelated and are modified according to the age of the pigs.
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INTRODUCCION

El crecimiento animal esta determinado por la edad, genética, factores
alimenticios, ambientales y hormonales. La regulaciéon hormonal, esta
controlada principalmente por la hormona de crecimiento (GH) y el factor de
crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1), con sus proteinas trasportadoras y
receptores a nivel celular (GHBP, GHR, IGFBP, IGFR-1). El control de la
secrecion y mecanismo de acciéon de GH e IGF-1, ocurre mediante la cascada de
sefializacién que inicia en el hipotdlamo. El hipotdlamo secreta a la hormona
liberadora de GH (GHRH), a la hipéfisis para liberar GH al torrente sanguineo.
Una vez en sangre, GH viaja a distintos tejidos y promueve la sintesis y
secrecion de IGF-1. Tanto GH como IGF-1 se unen a sus receptores en sus
tejidos blanco, mismos que de esta manera son estimulados para continuar o
mantener su crecimiento.

Hasta el momento, no se han determinado claramente los patrones de
sintesis y secrecion de los denominados factores de crecimiento en las especie
animales de importancia zootécnica. Su conocimiento, especificamente en
cerdos, brindara bases para formular estrategias que contribuyan a incrementar
su velocidad de crecimiento y eficiencia alimenticia. El propésito de este
documento es presentar los resultados del efecto de la concentraciéon de GH e
IGF-1 en suero y la expresion GH e IGFBP en cerdos desde el nacimiento hasta

los 180 d, y su relacion con la edad y peso de estos.



REVISION DE LITERATURA

Regulacién del crecimiento

La productividad de los cerdos estd determinada por la edad,
genética, nutricion y factores hormonales; todos ellos se relacionan
directamente con el crecimiento animal, mismo que se cuantifica con la
ganancia de peso diaria y la eficiencia alimenticia. Diversos investigadores
entre estos Brameld et al. (1999) mencionan que los factores alimenticios y
hormonales son los principales determinantes del crecimiento animal. Dentro
de la regulacion hormonal encontramos los factores de crecimiento, dos de ellos
son: Hormona de Crecimiento (GH) y el Factor de crecimiento similar a insulina
(IGF), ademas de las proteinas asociadas a este ultimo, la proteina
transportadora de IGF (IGFBP) y su receptor tipo 1 de IGF (IGFR-1).

El control de la secrecién y mecanismo de accién de IGF y GH, ocurre
con una cascada de sefializacién que inicia en el hipotdlamo y llega a sus tejidos
blancos a través del torrente sanguineo. En el hipotalamo se secreta la hormona
liberadora de GH (GHRH) que llega a la hipofisis para estimular la secrecién de
GH al torrente sanguineo. Una vez en sangre, la GH viaja al higado y al resto de
sus tejidos blanco. En estos tejidos, la GH, ademas del crecimiento y
diferenciacion celular, promueve la sintesis y liberacion de IGF. La IGF es
secretada y viaja hasta sus tejidos blanco en donde también favorece el
crecimiento. Para que todo este proceso se lleve a cabo el IGF requiere unirse a

su proteina transportadora (IGFBP) y su receptor (IGFR). Finalmente, cuando



existen en sangre niveles elevados de IGF, el hipotdlamo secreta Somatostatina,
que inhibe la liberacién de GH en la hipéfisis (Scarfo, 2004; Akers, 2006).

Crecimiento animal

El crecimiento es un fenémeno biol6égico complejo a través del cual los
seres vivos incrementan su masa corporal, maduran morfolégicamente y
adquieren progresivamente su plena capacidad funcional (Hernandez, 1999).
Mientras el animal crece, la tasa de crecimiento de cada una de sus partes sus
partes es distinta, si bien los diferentes sistemas se desarrollan en forma
paralela, la velocidad a la que lo hacen es distinta. Existe un orden estricto para
el desarrollo de los 6rganos y sistemas en animales: el primero en terminar su
desarrollo es el sistema nervioso, seguido del esqueleto, luego los musculos y
por dltimo se realiza la acumulacion de tejido adiposo (Pereda, 2003).

El crecimiento de los animales da inicio en la etapa prenatal con la
fecundacién del 6vulo y concluye cuando el organismo alcanza el peso adulto y
la conformacién propia de la especie. El aumento de peso se produce por tres
causas: hiperplasia (multiplicacion celular); hipertrofia (aumento del tamafio de
las células) y metaplasia (transformaciéon de las células) (Gémez et al., 2007).
Cattani (2007) menciona que el crecimiento prenatal sigue una curva
exponencial, incrementando lentamente durante las primeras 20 semanas, para
luego aumentar en forma sostenida hasta el final de la gestacion. Al término de
la gestacion el individuo alcanza aproximadamente el 5,7% de su peso, el 30%
de la talla y el 63% del perimetro cefdlico de un adulto. El crecimiento y

desarrollo fisico postnatal presenta caracteristicas que son comunes a todos los



individuos, y que, analizadas en conjunto con el patrén genético familiar, nos
permiten determinar si el crecimiento es normal (Cattani, 2007).

En animales de granja Pereda (2003), describe el crecimiento, como el
aumento de talla y peso vivo asi como los cambios de forma y composicion
corporal que los acompafia; este crecimiento tiene una gran importancia
econémica. Por consiguiente, el valor de un animal destinado a la produccion
de carne esta estrechamente relacionado con la cantidad de musculo que
contiene su canal, al igual que con la cantidad y localizacién de los depésitos
adiposos.

Si bien es un proceso continuo, en el crecimiento pueden diferenciarse las
siguientes cuatro etapas: primera, crecimiento libre del oocito, acontece desde la
fecundacién hasta la implantacion del blastocito en el ttero. Su duracién difiere
entre especies. Segunda etapa, crecimiento embrionario, corresponde al periodo
de diferenciaciéon de los principales sistemas y organos. Tercer etapa,
crecimiento fetal, estd marcado por la finalizacién de las modificaciones de
forma, la consecuciéon de la diferenciaciéon de los principales 6rganos y la
aparicion de la piel; esta etapa fetal es un periodo de multiplicaciéon y
crecimiento celular extremadamente intenso. Cuarta etapa, crecimiento
postnatal, en la primera fase, el crecimiento depende exclusivamente de factores
genéticos; siendo éstos los que mas influyen en las dos siguientes, si bien toman
importancia las relaciones feto-madre. Los factores maternos son de orden
nutricional y hormonal.

Crecimiento muscular



En los animales el crecimiento muscular después del nacimiento ocurre
por hipertrofia, es decir por aumento del tamafio de sus fibras musculares. Este
crecimiento muscular ocurre bajo un patrén genético predeterminado y esta
influenciado por las caracteristicas raciales de cada individuo (Brito y Jiménez,
2004).

Crecimiento del tejido graso

El tejido graso se desarrolla por altimo en el animal. Desde el punto de
vista comercial la grasa subcutdnea, la grasa intermuscular y la grasa
intramuscular son los més importantes. De estos tres, la grasa intermuscular es
la que se deposita primero (crecimiento rapido, muy temprano en la vida
postnatal), seguida por la grasa subcutinea y finalmente por la grasa
intramuscular. (Brito y Jiménez, 2004).

Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento es definida como el incremento de talla en
un determinado periodo y tiene variaciones significativas segtin edad, sexo y
estacion del afio. En trabajos efectuados en humanos Cattani (2007), indica que
segin la edad se pueden distinguir tres periodos de crecimiento: el primer
periodo de crecimiento rdpido, que comprende los cuatro primeros afios de
vida, caracterizado por una disminucién progresiva de la velocidad desde 25
cm el primer afio a 12 cm el segundo, 10 cm el tercero y 8 cm el cuarto afio. Un
segundo periodo de crecimiento més lento y sostenido, desde los cuatro afios
hasta el inicio puberal, con una velocidad de crecimiento que varia entre 4,5 -
7,0 cm/afio. Y un nuevo periodo rapido durante el desarrollo puberal, en que la

velocidad de crecimiento méxima puede llegar hasta 12 cm/afio en el varény 9
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cm/afio en la mujer. Asi mismo las diferencias relacionadas con el sexo, son
evidentes en el momento de nacer: los varones tienen talla y peso mayores que
las nifias. Sin embargo, esta diferencia disminuye después progresivamente y
casi no se aprecia al afio de edad. Las variaciones més notables en cuanto a sexo
son las que ocurren durante la pubertad, y tienen relaciéon tanto con el momento
del inicio del incremento en talla como con su magnitud y duracion.

También las diferencias estacionales influyen siendo que el maximo
crecimiento ocurre durante la primavera y el verano, alcanzando en estos
periodos velocidades hasta 2.5 veces mayores que en otofio e invierno. En
evaluaciones realizadas con ganado de carne para evaluar la productividad
Gomez et al. (2007), mencionan que si el proceso de crecimiento no tiene ningtan
factor inhibidor, normalmente el organismo sigue un mecanismo de
multiplicaciéon constante de las células, y una vez efectuada la multiplicacion
suficiente se produce la hipertrofia. Sin embargo, es posible que aparezcan
factores inhibidores que detengan el proceso de hiperplasia y asi el crecimiento
se anula.

Regulacion del crecimiento

Como se menciond, el crecimiento es un proceso multifactorial, que
depende de la interacciéon de factores genéticos, nutricionales, emocionales,
ambientales y neuroendocrinos.

Las hormonas son ejecutantes del programa genético y juegan un papel
fundamental en el crecimiento animal (Cattani, 2007). El papel de las distintas
hormonas sobre el crecimiento es diferente segtin se trate de crecimiento pre- o

postnatal. En el crecimiento prenatal influyen insulina, factor de crecimiento
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similar a insulina tipo II, lactégeno placentario y factores de crecimiento tisular
(Gluckman y Harding, 1994). El crecimiento postnatal es regulado
principalmente por hormona de crecimiento (GH), factor de crecimiento similar
a insulina tipo I (IGF-I) (Le Roith et al, 2001) y hormonas tiroideas,
interviniendo ademds la hormona paratiroidea y la vitamina D en el desarrollo
esquelético, ademas de los esteroides sexuales (Cattani, 2007).

En cuanto a la regulacién exdgena del crecimiento animal, se considera a
la alimentaciéon como el principal factor a considerar; aunque influyen el
manejo, el estado de salud, aspectos climatolégicos y del animal (Kiviste et al.,
2002). En consecuencia, la suplementacion con alimentos ricos en proteinas de
buena calidad se asocia con una mejora en la supervivencia de los lechones,
crecimiento 6ptimo y, por tanto, elevada tasa de sintesis de proteina muscular
(Burrin et al., 1997). Ademas, Cattani, (2007), menciona que factores ambientales
como fisicos y psicosociales, también influyen en la tasa de crecimiento de los
individuos.

Finalmente, los cuidados que se presten a los factores que afectan el
crecimiento de los animales, contribuirdn a mejorar el comportamiento
productivo y calidad de vida de los animales. En este contexto, debido a su
importancia en la modulacion del crecimiento se prestara atencion a la GH y al
IGF.

Hormona del crecimiento (GH)

La hormona de crecimiento (GH) es un polipéptido secretado por la
glandula pituitaria anterior encargada de regular el crecimiento, (Li et al. 2006)

el desarrollo y diversas actividades metabolicas (Sterle et al., 1995). Estos efectos
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resultan de la unién de la GH con su receptor (GHR) que un miembro de los
receptores de citocinas (Waters et al., 2006).

En cuanto a su estructura molecular, GH es una proteina de 191
aminodcidos y un peso molecular de 22.124 Dalton, aunque presenta 2 formas
moleculares de 22kD y 20KD. La estructura de GH consta de cuatro hélices
necesarias para la interacciéon funcional con su receptor.

El control de la secrecion de GH, que es bastante complejo, se lleva a
cabo con la participacion de dos péptidos hipotaldmicos, la hormona liberadora
de GH (GHRH), que tiene un efecto estimulador y la Somatostatina (SS) que la
inhibe (Ramirez, 2007). No obstante, diversos neuropéptidos vy
neurotransmisores, hormonas y sefiales metabolicas periféricas interfieren en la
dinamica de secrecién de GH modulando la liberacién hipotaldmica de GHRH
o de Somatostatina, o actuando directamente a nivel hipofisario. Ademas, existe
un control a partir de los denominados factores de crecimiento similares a
insulina (IGFs) siendo IGF-I el mayormente asociado con esta regulacién
(Anderson et al., 2004; Ramirez, 2007).

El patrén de secrecion de GH es pulsatil, los intervalos entre los pulsos
varian segun las especies y son aproximadamente de 2h. Este patréon es
sexualmente di morfico, en el que los machos exhiben pulsos mayores (Umafia
et al.,, 2003), y es influenciado por los esteroides sexuales. Los andrégenos
regulan la amplitud del pulso, mientras que los estrégenos regulan la secreciéon

basal (Recabarren et al., 1998). En humanos un pico en la liberaciéon de GH se



asocia al suefio profundo (estados III y IV) y el 70% de ésta ocurre durante la
noche (Argente et al., 1995).

Proteina transportadora de la hormona del crecimiento (GHBP)

GH es secretada al torrente sanguineo y mas del 50% de ésta viaja unida
a su proteina transportadora especifica (GHBP) (Kratzsch et al., 1997). Se
conocen varias proteinas con funcion de GHBPs, éstas son solubles y
corresponden al dominio extracelular del receptor de GH (GHR) en los tejidos,
por lo que ademas de transportarla, regulan su actividad (Cattani, 2007). Esas
proteinas transportadoras se han conservado a través de la evolucién en
vertebrados y se producen en diferentes tejidos; como el tejido adiposo, el
musculo, los rifiones y el higado, siendo éste tltimo el mas importante para la
sintesis de GHBP (Kratzsch et al., 1997).

Como la GH tiene una vida media en circulacién de 15 a 20 minutos, las
GHBPs prolongan su vida media presumiblemente al impedir su filtracién
glomerular y modular la unién a su receptor especifico (Escobar, 2005). La
sintesis y liberacion de GHBPs depende del estado de desarrollo y nutricional
de cada individuo (Mericq y Cassorla, 1997).

Receptor de la hormona del crecimiento (GHR)

El receptor de GH es una proteina transmembrana que se une a la
hormona con alta afinidad y, por tanto, es responsable de la respuesta celular a
GH (Escobar, 2005). El GHR pertenece a la superfamilia de receptores de
citocinas que comprende receptores con un Gnico dominio transmembrana
(Talamantes y Ortiz, 2002). Este receptor ha sido detectado en una gran

variedad de tejidos, incluyendo higado, en donde es mas abundante, pero
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ademas en musculo estriado, rifién, pulmoén, glandula mamaria, placenta, tejido
adiposo, linfocitos, hueso, cartilago, células primordiales y células del sistema
nervioso central (Parkinson y Trainer, 1999). Los receptores de GH se asocian
por su porcion intracitoplasmatica, conocida como Box-1, a una proteina con
actividad tirosina quinasa, denominada Janus Kinase (JAK), asi inicia la
transduccion de la sefial intracelular producida en respuesta a GH (Rosenfeld y
Hwa, 2009).

Cascada de senalizacion de GH

El primer y crucial paso en la transduccién de la sefal de la GH consiste
en la dimerizaciéon del receptor inducida por la unién de la hormona, por los
sitios 1 y 2 especificos, a dos moléculas del GHR (Figura 1). Luego de la misma
ocurre una interaccioén entre las proteinas JAK-2, acopladas a la region Box-1 de
cada una de las moléculas del receptor (Umafia et al., 2003). Esta proximidad
entre las JAKs lleva a la fosforilacién mutua de residuos de tirosina localizados
en el dominio quinasa de las mismas. Una vez fosforilada JAK 2, el GHR y la
JAK-2 pueden activar o reprimir la actividad de otras proteinas como las
proteinas STATs (signal transducer and activators of transcription), las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), los dos sustratos del
receptor insulinico (IRS-1 y 2), la fosfatidil inositol-3 quinasa (IP3K), y la
proteina quinasa C (PKC); todas importantes para los efectos metabdlicos y

proliférativos de la GH (Umaiia et al., 2003).
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Figura 1. Cascada de sefializaciéon de hormona del crecimiento. La activacién
del GH-R, induce la fosforilacién de JAK2 (Janus tirosina quinasa) y activacion
de las proteina fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K), quinasa de regulacion
extracelular (ERK1/2) y traductores de sefial y reguladores de transcripcion
(STATSs). STAT-5b se dimeriza, se transloca al ntcleo y se une a los promotores
de genes especificos como IGF-1, IGFBP-3 y ALS, promoviendo su
transcripcion. Fuente: (Domené et al., 2005).

Via JAK/STAT

Varias proteinas STATSs son activadas luego de la dimerizacion del GHR,
principalmente STAT 5a y 5b (Umafia et al, 2003). La via de sehalizacién
JAK/STAT se conserva en todos los vertebrados y también se puede encontrar
en algunos metazoos, ésta desempefia un papel central en la regulacion de la
proliferacién, diferenciacion, migracién celular y apoptosis (Schindler et al.,
2007). En los mamiferos se han identificado cuatro quinasas JAK (JAK1, JAK2,

JAK3 y Tyk2) y siete STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb y
11



STAT6) (Rawlings et al.,, 2004). De acuerdo con Pfeifer et al. (2008) la via
JAK/STAT (Figura 2) se activa a través de receptores de superficie celular. La
unién del ligando al dominio extracelular del receptor conduce a cambios en la
conformaciéon del dominio intracelular, esto provoca la transfosforilaciéon de
JAK. A continuacién JAK fosforila uno de los residuos de serina de las proteinas
STAT provocando su dimerizacion y activacién, preparandolos para su
translocacién al nucleo a través de los complejos de poros nucleares (NPCs),
mediante un mecanismo regulado por importinas y por las proteinas RanGTP y
RanGTPasa (Geydan et al., 2010). En el ntcleo, los dimeros de STAT, junto con
otros cofactores, se unen al ADN y activan la transcripcién de genes especificos
entre los que se encuentran IGF-1, IGFBP, MAPK, AKT, STAT, FOXO1, IRS,

EGF, NOS3 (Pfeifer et al., 2008).

Ligando

Receptor

<

Figura 2. Vision general de cascada de sefalizacion JAK / STAT.
Los pasos de la via JAK / STAT se muestran, incluyendo la retroalimentacion
negativa a través de fosfatasas, proteinas SOCS y PIAS. (Pfeifer et al., 2008).
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Via de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases)

Las proteinas MAPK son quinasas mitogénicas que participan en
sefializacién para el inicio de respuestas celulares ante estimulos mitogénicos y
apoptoticos; ademdas modulan la funciéon de ciertas proteinas y la expresiéon de
genes especificos en el ntcleo (Juo et al., 1997). La actividad de MAPK depende
de la sefial activada por receptores de crecimiento, hormonales, citocinas y
proteinas G, ademas del estrés. Las proteinas de esta familia que se dividen en:
a) quinasas que responden a sefiales extracelulares (ERK1 y ERK2, Extracellular
Regulated Kinase); b) quinasas que fosforilan el extremo N-terminal de Jun
(JNK1, JNK2 y JNK3, Jun Nterminal Kinase); c) quinasas que responden a estrés
p38, también conocidas como SAPK (Stress Activated Protein Kinase); d) ERK5
o BMK1 (Big Mitogen Kinase), (Fukuhara et al., 2000; Ji et al., 2009). Cada
miembro de la familia MAPK es activado por una cascada de sefializaciéon que
se compone de al menos tres quinasas de serina/treonina (MAPKKK, MAPKK
y MAPK) que se fosférilan y activan secuencialmente, amplificando la sefial

(Juo et al., 1997).

Via PI3K (Phosphoinositidol-3 kinase)

La ruta PI3K/ Akt activada se inicia a través del reclutamiento de PI3K a
la membrana plasmaética a través de la unién de su dominio SH2 a proteinas
tirosina fosforiladas (Paez y Sellers, 2002). PI3K es un heterodimero que consiste
en una subunidad reguladora, p85; y una subunidad catalitica, pi 10, encargada
de transferir el grupo fosfato y del ATP al fosfatidil inositol, 4,5-bifosfato (PIP2),

generando el fosfatidil inositol, 3, 4, 5-trifosfato (PIP3) y ADP. La proteina
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PTEN (phosphatase and tensin homolog) desfosforila PIP3, regulando la ruta
de sefializacion de PI3K. PIP3 sirve como ligando para reclutar a la proteina
quinasa serina/treonina Akt (c-Akt, también llamada proteina-quinasa B, PKB)
hacia a la membrana plasmatica a través de la interaccién directa con el
dominio PH (homologa pleckstrin) de Akt, activando a esta Akt (Paez y Sellers,
2002). La activacion de Akt controla la supervivencia celular a través de la
fosforilacion de las dianas que dependen de ella, con el resultado neto del
incremento en la supervivencia celular, proliferacién, crecimiento y

metabolismo. (Guinea et al., 2005).

Via del sustrato del receptor de insulina (IRS)

El IRS (Insulin Receptor Substrate) activa dos importantes vias de
sefializacién celular, PI3K/Akt y Ras/MAPK. Estas cascadas regulan diversos
procesos celulares, como la expresion de genes, la sintesis de proteinas, y el
trafico en vesiculas, que se traducen en la regulacion de la glucosa, lipidos y
metabolismo de las proteinas, el crecimiento y la diferenciaciéon celular (Chiu y
Cline, 2010).

Acciones Biolégicas de la hormona del crecimiento

La hormona de crecimiento, GH, ejerce multiples acciones metabdlicas y
anabdlicas a través de la unién a receptores especificos de GH que se
encuentran en cada célula del organismo (Holt, 2004). A nivel celular, GH inicia
su acciéon uniéndose a un receptor especifico en la membrana de la célula, el
receptor del GH (GHR) (Kelly, et al.,, 1991). GH es el regulador principal

postnatal del crecimiento, y sus efectos se miden principalmente por el factor de
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crecimiento similar a insulina I (insulin like growth factor I, IGF-1), que se
sintetiza en el higado (Le Roith et al., 2001) bajo control de la GH y se secreta a
circulacién sanguinea (Brameld et al., 1999).

Existen diversos factores que afectan la produccién y actividad adecuada
de GH. Uno de ellos es su insuficiencia de GH en la infancia, misma que puede
ser originada por estimulo o anomalias funcionales que impiden la accién del
GHRH endégeno sobre la sintesis de GH; o bien por deficiencia de hormonas
tiroideas, nivel de IGFs circulantes, glucocorticoides, esteroides gonadales
(Shalet et al., 1998; Rodriguez y Rodriguez, 1999). Otro factor importante en la
regulacion de la sintesis y secrecion de GH es el estado nutricional del
individuo (Brameld et al., 1999).

Scarf6 (2004) resume las acciones de GH en los siguientes efectos:
regulacion del crecimiento de los huesos, disminucion de la sintesis de
glucégeno, aumento de la sintesis de proteina, aumento de la utilizacién de los
acidos grasos, disminuciéon de la lipogénesis, aumento en la retencién de N, Na
y P; y aumento en la liberacién de IGF-I. Esta tltima hormona regulada por GH,
también estimula la transcripcion e induce la multiplicacién celular.

Factor de crecimiento similar a insulina (IGF)

En la Figura 3 se muestra un esquema sobre el mecanismo de acciéon de
las somatomedinas presentada por Akers (2006). En esta figura, la GH,
secretada por la pituitaria, estimula la secreciéon del factor de crecimiento
similar a insulina tipo 1 (IGF-1) en higado y en otros tejidos diana. El efecto
metabolico de ambos factores es promover el crecimiento, proliferacion y

supervivencia del organismo. Ademads, se presenta la participacion de otras
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proteinas como las proteinas transportadoras de IGF-1 (IGF binding protein)

IGFBP.

PITUITARIA

A R ,

EFECTOS l
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7z N

CRECIMIENTO METABOLISMO
PROLIFERACION SUPERVIVENCIA

Figura 3. Eje de accién de las somatomedinas. Las flechas sélidas indican
las relaciones directas desde la secrecion de GH en hipdfisis, hasta los efectos de
IGF a nivel celular. Las flechas discontinuas indican otros efectos directos de la
GH y de IGF producida localmente en otros tejidos, y el papel de IGF-1BP.
(Akers, 2006).

Bowen (2002), indica que las IGF’s o somatomedinas son hormonas del
sistema endocrino del organismo. Se han descrito dos tipos de somatomedinas
similares, aunque con diferencias estructurales y funcionales, denominadas
IGF-1 e IGF-2. Estos factores se sintetizan principalmente en higado, musculo y
rifién a partir del estimulo que reciben de la GH y secretan a la circulacion
sanguinea (Butler y Le Roith, 2001). Al parecer, otros factores como la insulina,
hormonas tiroideas, estradiol o testosterona también estimulan la sintesis y
secrecion de IGF. Una vez sintetizados y secretados, los IGF’s circulan por el

organismo unidos a sus proteinas transportadoras IGFBP (el 99% del total),

conjugados con IGFBP su vida media aproximada es de varias horas. El 1%
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restante que circula libre tiene una vida media corta de apenas unos minutos
(Cattani, 2007).

El estado nutricional del individuo es importante para la correcta sintesis
y secrecion de IGF. La desnutricion, principalmente de tipo proteica, inhibe la
secrecion de IGF, atn cuando los niveles plasmaticos de GH estén elevados.
Ademas existen otros factores que modifican los niveles normales de IGF, tales
como el exceso de glucocorticoides, la presencia de enfermedades sistémicas, e

insuficiencia hepatica, asi como el nivel de insulina en sangre (Cattani, 2007).

Factor de crecimiento similar a insulina tipo 1, IGF-1

IGF-1 es un factor proteico de 7.5 KDa producido principalmente en
higado y otros tejidos bajo el estimulo de GH, especialmente durante el
desarrollo postnatal (Daughaday y Rotwein, 1989). Este factor es un polipéptido
de cadena tnica de 70 aminoacidos con tres puentes disulfuro; ademéas posee
del 60-70% de homologia con los dominios A y B de insulina en su secuencia de
amino acidos (Figura 4). El IGF-1 se sintetiza en forma de prohormona, y posee
cuatro dominios: A, B, C y D (Arias et al., 1997).

La concentracion de IGF-1 depende, a su vez, de la concentracién de GH,
y que varia con la edad y el estadio de desarrollo (Rodriguez y Rodriguez,
1999). Algunos autores indican que no es clara la correlacién entre los niveles de
IGF-1 y GH (Rodriguez y Rodriguez, 1999; Scarfo, 2004). En un trabajo en
humanos con deficiencia de GH, el 18 % de los pacientes mostraron niveles
normales de IGF-1, mientras que el 32 % de los sujetos que presentaron

crecimiento normal mostraron niveles bajos de IGF-1 (Scarfo, 2004).
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Dominio C

Dominio B

Figura 4 - Estructura primaria del IGF-1. Las lineas continuas indican los
dominios y las lineas punteadas muestran los puentes disulfuro (Arias et al.,
1997).

Ademas de higado, el IGF-1 se produce en otros tejidos como el musculo,
corazon, rifién, bazo y tejido graso (Peterson et al., 2005); y su aporte de esos
tejidos es tan importante como el de higado (Butler y Le Roith, 2001). En ratones
knock out para el gen de IGF-1 en higado, no se presentaron diferencia en su
peso corporal durante un periodo de seis semanas cuando se compararon con
ratones normales; tampoco se encontré diferencia en la concentracién
plasmatica de IGF-1 entre ambos grupos (Butler y Le Roith, 2001).

Scarf6é (2004), menciona que la IGF-1 es la principal proteina implicada
en la respuesta de las células a la accién de GH, y sefiala que IGF-1 promueve la
diferenciacién y proliferacion celular; la miogénesis en musculo esquelético; la
actividad autoécrina/paracrina en el musculo esquelético; facilita el transporte
de aminoacidos y glucosa; y la sintesis de glucégeno, ademés que provoca un

balance positivo de nitrégeno.
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Ademas de IGF-1, el IGF-2 participa en el desarrollo y diferenciacion de
musculo esquelético, aunque IGF-2 es especialmente importante durante la
etapa fetal (Gerrard et al., 1998). En cerdos se observé la expresion de IGF-1
desde los 30 d de gestacion hasta los seis meses de edad; y se encontré que IGF-
1 presenta su expresion mads alta al nacimiento y disminuye conforme los
individuos se acercan a la edad adulta; mientras tanto, IGF-2 presenta su
maxima expresion alrededor del dia 59 de gestacion, momento en el cual
comienza a disminuir su expresion hasta el nacimiento y la edad adulta
(Gerrard et al., 1998).

Durante la etapa fetal los cambios en los niveles de IGF-1 e IGF-2 parecen
ser importantes para el desarrollo de las fibras musculares. La concentracién de
IGFs en cordén umbilical se correlaciona con el peso al nacimiento, con la edad
del feto y con el grado de diferenciacién y desarrollo muscular (Gerrard et al.,
1998). Otro factor que interviene en el desarrollo muscular en el feto es la
disponibilidad de nutrientes que se asocia con una disminucién en la secrecién

de IGF-1y por tanto con un retardo en su crecimiento.

Proteinas transportadoras de IGF (IGFBP)

Los IGF circulan unidos a sus proteinas transportadoras conocidas como
IGFBP (IGF binding protein); éstas proteinas de 22-31 kDa se localizan en
circulacién sanguinea y en fluidos extravasculares (Rodgers et al., 2008). Las
IGFBP se sintetizan en el higado y forman una familia de 6 proteinas
transportadoras, IGFBP 1-6 (Hwa, et al. 1999; Subramani et al., 2007). La

proteina transportadora de IGF mas importante es la IGFBP-3 (Firth and Baxter
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2002), mas del 95% del IGF del organismo se encuentra unida a esta proteina
(Cattani, 2007). Ademads, para su circulacion el complejo IGF-1 acoplado a
IGFBP-3 se une ademés a la denominada subunidad acido labil (ALS) formando
una molécula de 88 kDa (Lewitt et al., 1994).

La IGFBP ademaés de transportarlo también aumenta la vida media de
IGF. En forma libre, la vida media del IGF-1 es de 10 minutos, se incrementa a
30 minutos en los complejos binarios y hasta a 12-15 horas en los complejos
ternarios (IGF-1-IGFBP-3-ALS). Los complejos ternarios no atraviesan los
capilares, y es asi como estabilizan al IGF-1 extendiendo su vida media. Con
esto contribuyen a la formacion de un reservorio circulante de IGF-1 (Domenne’
2005). La sintesis de IGFBP-1 es regulada por la insulina e IGF-1 (Laron et al.,
1992), mientras que la sintesis de IGFBP-3 se regula principalmente por GH e
IGF-1 (Kenety et al., 1993).

Receptor de IGF (IGFR)

El receptor de IGF-1 (IGF-1R o IGFR) es una proteina transmembrana
que pertenece a clase II de los receptores de la familia de receptores tirosina
cinasa (RTK), similares al receptor de insulina (Laron, 2001). El receptor
especifico de IGF-1 es estructural y funcionalmente similar al receptor de la
insulina, con un 70% de homologia, especialmente en el dominio tirosina cinasa
(84%), pero también es marcadamente distinto en otras regiones, como en la
region carboxi-terminal (44%) y en el domino transmembrana (22-26%) (Ullrich
et al.,, 1986).

El IGFR se compone de dos subunidades extracelulares alfa que son los

sitios de unién de IGF-1 y dos subunidades beta transmembrana que transmiten
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la sefial inducida por el ligando al inicio de la sefializacién intracelular (Figura
5). Las subunidades beta contienen 3 dominios principales: el dominio
juxtamembrana, el dominio tirosina-cinasa y el dominio carboxiterminal (Arias
etal.,, 1997).

Los mecanismos de sefializacion de los receptores de IGF-1 e insulina son
similares, y la actividad de tirosina quinasa de ambos receptores tiene como
blanco al sustrato del receptor de insulina-1 o IRS-1. En condiciones fisiol6gicas
normales IGF-1 actta a través de su receptor especifico IGFR, pero cuando se
incrementa la concentraciéon de IGF-1 es probable que éste se una y active al
receptor de la insulina (Laron, 2001). Se pueden encontrar receptores de IGF-1
en las células de la mayoria de los tejidos incluidos higado, musculo, tejido
adiposo, huesos, etc. En todos ellos IGF activa el metabolismo celular
permitiendo su crecimiento y funcionamiento adecuado (Bosch et al., 2009).

Cascada de senalizacion intracelular de IGF

Cuando el IGF se une a su receptor, el IGFR, desencadena una compleja
cascada de sefializacion intracelular (Figura 6) donde ligandos y receptores se
van activando consecutivamente para culminar con la transcripciéon de genes
especificos para mantener el crecimiento, proliferacion y supervivencia celular
(Bosch et al., 2009). La senalizaciéon de IGF, a través del IGFR inicia con la
fosforilacién de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) que activa a su vez a la
proteina quinasa-B (Akt/PBK) o bien por la via de la Ras-MAP quinasa

(LeRoith et al., 2001).
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Figura 5: Estructura simplificada del IGF1R. (Arias et al., 1997).

Cuando el IGF-1 se une al IGF-1R se activa tirosina quinasa intrinseca del
receptor, lo que conlleva su autofosforilacion y la fosforilacion del sustrato
receptor de insulina (IRS). Una vez fosforilado, el IRS, es capaz de activar a la
fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K), provocando, a su vez, la activacién de la
proteina quinasa B (PKB, también denominada Akt) (Himpi y Kooijiman, 2009).
La Akt es una serina/treonina quinasa con varias proteinas sustrato entre las
que se incluye el blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR); ésta media la
activacion de la p70S6K y de la 4E-BP1 implicadas, en el inicio de la sintesis de
proteinas, asi mismo las Akt también pueden fosforilar en tirosina/quinasa a
algunos factores de transcripcién, los cuales contribuyen a promover la entrada

al ciclo celular (Fernandez et al., 2007).
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Figura 6. Via de sefializacion de IGF-1. A través de la ruta IRS altera
activa las cascadas de MAPK y PI3 K, que traslocan en el nicleo para favorecer
el crecimiento, proliferacién y supervivencia celular. (National Cancer Institute,
2008).

Una segunda via conocida es la activacion de los quinasa extracelular-
regulada (ERK) 1 y 2, isoformas de la familia de las proteinas MAPK. La
activacion de MAPKSs, consecuencia de la unién del IGF-1 con su receptor se
logra por la interacciéon de la proteina adaptadora Grb-2 con las tirosinas
fosforiladas del IGF-1R o del IRS (Laron, 2001). A su vez, Grb-2 se une a mSOS,
una molécula intercambiadora de los nucledtidos de guanina de la proteina Ras,
activada por esta accién. La forma Ras-GTP se une a Raf, que fosforila a la
quinasa MEK, y activa a Erk-1/2. La activaciéon de las Erks conduce a la
activacion de p90RSK, y ambas p90RSK y Erks de se traslocan al ntcleo. En el

nucleo activan a algunos factores de transcripcion favoreciendo la transcripcion

de diversos genes como el de insulina (Fernandez et al., 2009).
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Himpe and Kooijman, (2009), describen que la via JAK/STAT (Figura 7),
se activa a través de la unién del IGF-a su receptor. Este evento provoca
transfosforilacién de las JAK, quinasas Janus (JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2), que se
fosférilan entre si activando a otras moléculas incluyendo a las STAT 1-6. A
continuacion, las moléculas STAT se dimerizan y traslocan al nticleo donde
actian como factores de transcripcion.

La activaciéon de la ruta de las MAPKs y de la PI3K es un requisito
esencial para la mitogénesis de la mayoria de las células de los mamiferos

(Fernandez et al., 2007).
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Figura 7. Transduccion de sefiales a partir de IGF-IR. Se muestran las
cascadas de sefalizacion de IGF-IR a través de la via PI3K/ Akt y el ras-via Raf-
MEK-ERK, ademés de la ruta de sefializacion JAK-STAT. (Himpi y Kooijman,
2009).

Control de secreciéon y mecanismo de accion de GH e IGF-1
Uno de los resultados de la actividad de GH es la produccién de IGF en

sus tejidos blanco (hueso, musculo, cartilago) a través de la sefial iniciada con su

24



union a su receptor, GHR (Waters et al., 2006). Los 6rganos que producen IGF-1
lo liberan a circulacion para promover el crecimiento de otros 6rganos y tejidos.
Una vez en circulacién y cumplida su accién, el IGF-1 en sangre también
estimula a la pituitaria para inhibir la produccién de GH (Scarfo, 2004 y Akers,
2006). Flores et al. (2006) mencionan que IGF-1 también inhibe la secreciéon de
GHRH, y estimula la secreciéon de Somatostatina, estableciendo un fenémeno de
retroalimentacion negativa (feedback) sobre este eje.

Respuesta a la administracion exégena de GH

Existe gran cantidad de trabajos en los que se busca probar el efecto de la
administracion de GH ex6gena en animales, su relaciéon con IGF y su efecto en
la produccién y crecimiento animal. En cerdos la administracion de GH
produce un aumento en la masa muscular y una reduccién en la acumulacion
de grasa, mejorando el indice de conversién y la ganancia diaria de peso
(Fernandez et al., 2001). Costine et al., (2005) administraron GH a borregas al
momento de la monta, y encontraron un incremento en la concentracion de
IGF-1 en los fetos y el ttero, asi como un mayor peso en los fetos cuyas madres
habian recibido el tratamiento con GH. En vacas tratadas con GH se encontr6
un incremento en la concentracién de IGF-1 y en la expresion de GHR en
higado (Jiang et al., 2007). Todos estos resultados demuestran la asociacién y

regulacion que existe entre ambos factores de crecimiento.
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OBJETIVOS

Objetivo general:
Estudiar el patrén de expresion y liberacién de factores de crecimiento

en cerdos desde su nacimiento hasta los 180 dias de edad.

Objetivos especificos:
1) Evaluar la expresion de la hormona del crecimiento (GH), factor
de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1), proteina ligadora de IGF (IGFBP)
y del receptor tipo 1 de IGF (IGFR1) en cerdos desde el nacimiento hasta los

180 dias de edad.

2) Evaluar la concentracion de GH e IGF-1 en suero de cerdos desde

el nacimiento hasta 180 dias de edad.

3) Correlacionar la expresion de factores de crecimiento con la

concentraciéon sérica de GH e IGF-1 en cerdos desde el nacimiento hasta los

180 dias de edad.
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HIPOTESIS

La expresiéon y concentraciéon de las proteinas asociadas con el
crecimiento del cerdo (GH, IGF-1, IGFBP e IGFR), varian de acuerdo a la

edad del cerdo.
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METODOLOGIA

Area experimental

El presente trabajo se realiz6 en la Granja Experimental de Cerdos y
en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Ciencias Agricolas
de la Universidad Auténoma de Baja California, en el Ejido Nuevo Leén,
Mexicali, B.C., México.

Animales

Se utilizaron 24 cerdos machos (Landrace x Yorkshire x Duroc), bajo
manejo tipico de una granja comercial. Los cerdos se mantuvieron en la
granja desde su nacimiento hasta los 180 dias de edad, de acuerdo al
protocolo descrito a continuacioén para la toma de muestras.

Expresion de factores de crecimiento

1. Sacrificios y toma de muestras

Para la evaluacion de la expresiéon de los factores de crecimiento se
realiz6 el sacrificio, por aturdimiento con descarga eléctrica, de 4 cerdos
elegidos al azar en cada una de las siguientes edades: 1, 30, 60, 120 y 180
dias. Inmediatamente después del sacrificio se colect6 la hipéfisis completa
de cada individuo para determinar la expresiéon de GH, asi como tres
muestras de 0.5 gr de cada uno de los siguientes tejidos: musculo largo
dorsal, misculo semitendinoso e higado para determinar la expresiéon de
IGF, IGFBP e IGFR. Todas las muestras fueron tomadas en microtubos de 2.0
ml y congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido, posteriormente se

conservaron a -80 °C.
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2. Purificacion de RNA
Se realizo6 la extraccion de RNA total de todas las muestras de tejido
de acuerdo con la siguiente metodologia: en nitrégeno liquido se pulverizé6
0.1 g de cada muestra, el polvo se transfirié a un microtubo limpio y frio de
2 ml y se afiadi6 1ml de Trizol (Invitrogen, USA) para favorecer la lisis
celular. Posteriormente se centrifugé el material lisado durante 10 minutos a
10,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, se incub6 5
minutos a temperatura ambiente y se le adicionaron 200pl de cloroformo; se
agit6 manual y vigorosamente y se incubdé 2-3 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C,
la fase superior se transfirié a un tubo nuevo y se adicionaron 0.5 ml de
isopropanol; esta solucién se incub6 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se decant6é el
sobrenadante, se lav6 la pastilla de dcido nucleico con 1 ml de etanol al 70%
en agitacion, y se centrifugé a 8,500 rpm por 5 minutos a 4°C; se decant¢ el
liquido y se dejo secar la pastilla a temperatura ambiente. El RNA se re
suspendié en 50 pl de agua estéril tratada con DEPC. Para comprobar la
integridad del RNA total se corrié un gel de agarosa al 1.0% con 15 pl de
bromuro de etidio 5 mg/ml.
3. Transcripcion Reversa
Las muestras de RNA purificado se emplearon para sintetizar cONA por
medio de la técnica de retro transcripcion (RT) con la enzima transcriptasa

reversa RT-Superscript II (Invitrogen), que se describe a continuacién: en un
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microtubo de 500pl se colocaron 5ul de RNA recién purificado, 6pul de Buffer RT
5x, 0.75ul de DNAsa (1U/pl), y 30 pul de agua tratada con DEPC; la reaccion se
incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos y después a 70 °C durante 5
minutos. Se afiadi6 1pl de random primer (150 pg/pl, Invitrogen), 1pl de
DNTPs con 10pM de cada uno; y se incub6 a temperatura ambiente durante 5
minutos; luego se colocé en hielo y se afiadieron 2 pl Buffer 5x, 3pl DTT (0.1M)
y 1pl inhibidor de RNasa (10 U/pl). Se homogeniz6 la reaccién e incub6 a 42 °C
durante 2 minutos, y finalmente se afiadi6é 1pl (5 U/pl) de transcriptasa reversa
e incubd a 42 °C durante 50 minutos, y a 70 °C durante 15 minutos. La reaccién
se estabiliz6 en hielo y se conservd en congelacién a -20 °C para su uso
posterior.
4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron
fragmentos de aproximadamente 300 pb de cada uno de los mensajeros para los
factores de crecimiento en estudio ademas del gen de RNA ribosomal 18S de
cerdo que se empled como gen constitutivo. Los oligonucleétidos especificos
disefiados para cada uno de los factores de crecimiento y RNA ribosomal 18S,
se muestran en el cuadro 1. Mediante ensayos de estandarizaciéon con PCR
punto final se establecieron las condiciones Optimas de amplificacion
(temperatura de alineacién y concentracion de MgCl) de cada mensajero,
mismas que posteriormente se emplearon para llevar a cabo los ensayos de PCR

cuantitativo.
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Cuadro 1. Oligonucleétidos empleados para amplificar los RNA mensajeros de
los factores de crecimiento y RNA ribosomal porcinos.

Gen Direccion Secuencia Producto
Hormona de Crecimiento, GH Sentido CAGAACGCCCAGGCTGCC
(NM213869.1) Antisentido | GGTTTGCTTGAGGATCTGTC 267 P
Factor de crecimiento similara | Sentido CATCACATCCTCTTCGCATC
insulina, IGF (NM214256.1) Antisentido | ACATCTCCAGCCTCCTCAGA 247 P
Proteina ligadora de IGF, IGFBP | Sentido ACGTGAACTTGTTGGGAGGT
(NM214003.1) Antisentido | CTGCCCATTCAGAGACATCT s40pb
Receptor de IGF, IGF1IR Sentido TGCAGAAGGAGCAGATGACA
(NM214172.1) Antisentido | GTTTTGGCCTGGACGTAGAA 302.pb
RNA Ribosomal 185 Sentido GGCCTCACTAAACCATCCAA
(AY265350) Antisentido | TAGAGGGACAAGTGGCGTTC 2o pb

5. Reacciones de PCR cuantitativo

Por medio de la técnica de PCR cuantitativo (Hockett, 1999) en un
termociclador de tiempo real se analiz6 la expresiéon relativa a RNA
ribosomal 18S de cada una de las proteinas en estudio (GH, IGF-1, IGFPB,
IGFR). El cDNA se amplific6 con sus oligonucleétidos especificos y se
emplearon los reactivos del kit de Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix 2x (Fermentas, Canadd). Este proceso se llevé a cabo en el equipo
Chromo 4 (Bio Rad, USA) acoplado a un termociclador DNA-Engine (Bio
Rad) y los resultados se analizaron con el programa Opticon Monitor 3 (Bio
Rad). La mezcla de reacciéon se realiz6 con un volumen final de 25pl y
contenia 1.5pl de oligonucledtidos (5 puM) para los genes descritos
previamente, 1pl de cDNA y 12.5pl de la mezcla de reaccion 2X que contiene
la enzima polimerasa, SYBR Green/ROX, nucleétidos y buffer con MgCl, 2.5

mM. El programa de amplificacién consistié en: 45 ciclos de amplificacion
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con desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineacién a temperaturas de
56 a 58 °C, dependiendo del gen a amplificar, durante 15 segundos,
elongacién a 72 °C durante 30 segundos, al final de cada ciclo se cuantificaba
la florescencia del DNA amplificado. Al final de los 45 ciclos, se
desnaturaliz6 el DNA lentamente hasta 95 °C con lecturas de florescencia
cada 0.2°C para establecer la curva de desnaturalizaciéon de los productos
amplificados. Posteriormente se verifico la especificidad de los productos del
PCR mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con 30 pl
bromuro de etidio (0.5 pg/ml). El gen de RNA ribosomal 18S se emple6 para
normalizar la expresiéon de cada mensajero y para calcular su expresion

relativa.

Concentracién sérica de factores de crecimiento

1. Animales y toma de muestras

Se utilizaron 24 cerdos machos manejados en condiciones similares al
experimento anterior. Se tomaron muestras sanguineas de los cerdos a las
edades de 1, 30, 60, 120 y 180 dias. Para corregir las variaciones en la
concentracion de GH, debido a su secrecion pulsatil, se tomaron muestras de
1 a 3 ml de sangre cada 2 horas durante 8 horas continuas, a partir de las
0800h. El muestreo sanguineo se realiz6 con tubos vacutainer y agujas calibre
18 a 21 dependiendo del grosor del vaso sanguineo. Una vez tomadas las
muestras sanguineas se mantuvieron en hielo durante su traslado al
laboratorio, en donde fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 10 min para

separar el suero del paquete celular. Submuestras del mismo volumen de
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suero (300 pl, aprox.) de todos los muestreos del mismo animal a la misma
edad fueron mezcladas y conservadas a -80 °C para realizar inmunoensayos
ligados a enzima (ELISA) y asi determinar la concentracién sérica de GH e
IGF-1. Para los ensayos de ELISA se emplearon los kits comerciales de
RayBioTech, Inc. (ELH-GH-001 para GH; y ELH-IGFI-001 para IGF-1); y se
siguieron los protocolos descritos por el fabricante. Todas las muestras
fueron analizadas por duplicado. Finalmente, la concentracién de cada factor
de crecimiento fue calculada en un lector de placas de ELISA modelo

Multiskan EX (Thermo electron, USA).

Analisis estadistico.
Los resultados de expresion relativa de RNA mensajeros para las

proteinas en estudio y concentracién sérica de factores de crecimiento fueron
sometidos a un andlisis de regresién y correlacion entre éstos y la edad y
peso de los animales. El paquete empleado para los analisis estadisticos fue

Statistix 9 (Analytical software, 2008).
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RESULTADOS

Concentracion sérica de GH e IGF-1 respecto a la edad y peso de los
cerdos

La concentracion de GH e IGF-1 en suero de cerdos en edades de 1 a 180
d se presentan en el Cuadro 2. Los valores de concentraciéon de GH fluctuaron
de 16.2 a 23 ng/ml, los cuales correspondieron a las edades de 1 y 30 d,
respectivamente. Asimismo, los valores de IGF-1 en suero fluctuaron de 6.9 a

17.7 ng/ml, que correspondieron a las edades de 1 y 120, respectivamente.

Cuadro 2. Concentracion sérica de GH e IGF-1 [ng/ml] en cerdos de 1 a 180 d
de edad

Variable Edad (d)

1 30 60 120 180 EE
GH 16.2 23.0 21.0 19.7 20.4 0.78
IGF-1 6.9 12.2 12.8 17.7 14.7 0.92

En la Figura 8 se ilustran los cambios en la concentracion de GH e IGF-1
en suero respecto a la edad de los cerdos. En la concentraciéon de GH se observé
un respuesta cuadratica (P = 0.035). Este modelo explica el 26% de la variacion
en la concentraciéon de GH debido a la edad de los cerdos (r2 = 0.26). Por otra
parte, la variacién en la concentracion de IGF-1 en respuesta a aumento en la
edad de los cerdos fue similar a la observada para GH, IGF-1 en suero
increment6 de manera lineal (P < 0.001; r?> = 0.50) y cuadratica (P < 0.001; r? =

0.75) conforme a la edad de los cerdos.
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Figura 8. Concentracién sérica de GH e IGF-1 en cerdos de 1 a 180 d de edad.

Por andlisis de regresion polinomial se evalué la relaciéon entre la
concentracién sérica de GH e IGF-1 con peso al nacimiento y al sacrificio de los
cerdos. El efecto del peso al nacimiento y al sacrificio sobre la concentraciéon de
GH e IGF-1 se muestra en el cuadro 3. Respecto a GH el peso al nacimiento no
present6 relacion (P = 0.245; r2 = 0.06) con la concentracion sérica de GH. De
igual forma, la concentraciéon de GH no estuvo relacionada con el peso al
sacrifico (P = 0.766; r? = 0.01). Sin embargo, la variacién en la concentracion de
IGF-1 se relacioné en un 19% con el peso al nacimiento de los cerdos (P = 0.035;
r2 = 0.19); mientras que con el peso al sacrificio la relaciéon mostré una tendencia
lineal (P = 0.008, r2 = 0.33) y cuadrética (P < 0.001; r2 = 0.68), este modelo explica
casi el 70% de la variacién de la concentracion sérica de IGF-1 en respuesta al
peso que tuvieron los cerdos al momento del sacrificio.

Al analizar la relacién entre las concentraciones séricas de GH e IGF-1 se

observé que ambos factores se relacionan de forma cuadrética (P < 0.001;
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r2=0.54), en este modelo el 54% de la variacién en uno de los factores es

explicada por el otro factor.

Relacién entre concentracion sérica de GH e IGF-1 y expresion de
GH e IGFBP

Los resultados de los andlisis de regresion maualtiple entre la
concentraciéon de GH e IGF-1 y expresion de GH e IGFBP en los cerdos de 1 a
180 dias de edad, se presentan el cuadro 3. La concentracion y expresion de GH
se relacionaron mostrando una tendencia lineal (P=0.051; r2 = 0.20) y cuadrética
(P=0.044; r2 = 0.37). Este resultado indica que la concentraciéon de GH en suero
depende de la expresion de sus ARN mensajeros en hipéfisis y
consecuentemente estaria relacionada con su liberacion a circulacién sistémica.
Igualmente la concentracion de IGF-1 y la expresion de GH se relacionaron
presentando tendencia lineal (P=0.004; r2 = 0.45) y cuadratica (P=0.011; r2 =
0.50). Con este modelo se explica que la concentracién de IGF-1 depende de la
expresion de GH ARN mensajero en higado, asi podria estar inmiscuido con su
secrecion al sistema circulatorio.

En cuando a la expresion de IGFPB en respuesta a la concentracion sérica
de GH, se observé una respuesta cuadratica (P=0.022), que explica que el 27%
de la expresion de IGFBP dependi6 de la concentracion sérica de GH (r? = 0.27).
Asi mismo la expresion de IGFBP manifest6 tendencia lineal (P<0.001; r2 = 0.49)
y cuadratica (P=0.046; r> = 0.60) como respuesta a la concentraciéon sérica de

IGF-1, este resultado deriva de la respuesta celular a la concentracién sanguinea

de IGF.
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Cuadro 3. Regresion lineal y cuadrética entre la concentraciéon de GH e IGF-1y
expresion de GH e IGFBP con edad, peso al nacimiento y peso al sacrificio

Variables Lineal Cuadratica
Dependiente Independiente 12 P= 12 P=
Peso al sacrificio Edad 0.94 <0.001
Peso al nacimiento 0.05 0.337 0.08 0.593
Concentracion GH Edad 0.04 0414 026 0.035
Peso al nacimiento 0.06 0245 017 0.306
Peso al sacrificio 0.01 0766 0.05 0.427
Concentraciéon de IGF1  0.13 0.113 054 <0.001
Expresion de GH 020 0.051 037 0.044
Expresion de IGFBP 018 0.061 0.27 0.022
Concentracion de IGF1  Edad 0.50 <0.001 0.75 <0.001
Peso al nacimiento 019 0.035 021 0.210
Peso al sacrificio 0.33 0.008 0.68 <0.001
Expresion de GH 045 0.004 050 0.011
Expresion de IGFBP 0.49 <0.001 0.60 0.046
Expresion de GH Edad 030 0.013 016 0.949
Peso al nacimiento 0.01 0.693 0.03 0.798
Peso al sacrificio 0.27 0.019 017 0.704
Expresion de IGFBP  Edad 032 0.009 025 0.074
Peso al nacimiento 0.02 0.563 0.06 0.652
Peso al sacrificio 0.25 0.050 0.53 0.008

Efecto de la edad y peso de los cerdos en la expresion relativa de GH e
IGFBP

En el Cuadro 4 se muestran los resultados de expresion relativa
(moléculas de RNAm/moléculas de RNAr 18s) de GH en hipéfisis e IGFBP en
higado de los cerdos a las edades de 1 a 180 d. La expresiéon de GH fluctué de
758 a 8331 moléculas respecto a la expresiéon del gen constitutivo RNAr 18s,
correspondientes a las edades 180 y 1 d respectivamente; es decir la variaciéon en
la expresion de GH puede reducirse hasta casi en un 90 % desde el nacimiento
hasta la edad adulta. En el patrén de expresion de GH también se observé una

reduccién importante correspondiente al 37 % de su expresion inicial al dia 30
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de edad, inmediatamente después del destete de los lechones.

Cuadro 4. Expresion relativa de GH e IGFBP [(Moléculas de RNAm/Moléculas
de 18s)*1000] en cerdos de 1 a 180 d de edad

Variable Edad (d)

1 30 60 120 180 EE
GH RNAmM 8331 3092 6287 1676 758 1880
IGFBP RNAm 213 90 85 37 67 26

Del mismo modo los valores de expresion relativa de IGFBP fluctuaron
de 37 a 213 moléculas respecto a la expresion del gen constitutivo RNAr 18s,
mismas que corresponde a los 120 y 1 d de edad, respectivamente; la expresion
en este caso se redujo casi el 83 % del nacimiento a la edad de 120 d.
Adicionalmente se observé un incremento importante en la expresiéon de IGFBP
alos 180 d de edad, misma que represento el 181 % de su expresién a los 120 d.

Los resultados de los analisis de regresion polinomial para la expresion
de GH e IGFBP con respecto a la edad, peso al nacimiento, peso al sacrificio y
concentracion sérica de GH e IGF-1 se presentan en el Cuadro 3. La expresion
de GH respecto a la edad de los cerdos, mostré una tendencia lineal (P=0.013);
este resultado explica que el 30% de la variacién en la expresiéon de GH (12 =
0.30) es debida al crecimiento de los animales. La expresiéon de GH no fue
afectada por el peso al nacimiento de los cerdos (P=0.693), sin embargo con el
peso al sacrificio, la expresion de GH mostré una tendencia lineal (P=0.019;
r2=0.27).

Asi mismo la variacién de la expresion de IGFBP en respuesta a la edad
de los cerdos presenté una tendencia lineal (P= 0.009), misma que explica en

aproximadamente 25% la variacién en su expresion (r2 = 0.25). La expresion de
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IGFBP no fue afectada por el peso al nacimiento de los cerdos (P=0.563, r2=
0.02). Por el contrario la expresion de IGFBP fue afectada por el peso al
sacrificio, presenté comportamiento lineal (P=0.050, r>= 0.25) y cuadrética
(P=0.008, r2= 0.53), este modelo explica casi el 60% de la variaciéon de la
expresion de IGFBP en respuesta al peso que tuvieron los cerdos al momento

del sacrificio.

Correlaciones entre las variables edad, peso al nacimiento, peso al
sacrificio y concentracién sérica de GH e IGF-1 y expresiéon de GH e IGFBP

Mediante pruebas de correlacion de Pearson se analiz6 la relacion entre
las variables analizadas (Cuadro 5).

No se observo correlacion entre la edad de los cerdos y la concentracion
sérica de GH (P = 0.170; r = 0.29), sin embargo la correlacién entre edad y
concentracion sérica de IGF-1 fue altamente significativa (P < 0.001; r = 0.71), lo
que indica que a medida que el cerdo crece, se incrementa la concentracién de
IGF. Ademaés, se observé una tendencia positiva (P = 0.057; r = 0.40) al analizar
la concentracion de GH con respecto a la concentraciéon de IGF-1, es decir,
aparentemente hubo una respuesta en la secrecion de IGF-1 dirigida por la
concentraciéon de GH circulante.

Respecto a las correlaciones entre la edad y expresion de factores de
crecimiento, se observé una tendencia negativa en la expresion de GH (P =
0.054; r = -0.40); la expresiéon de IGFBP presenté una tendencia similar (P =
0.085; r = -0.36). Esta respuesta indica que a medida que el cerdo crece la

expresion de sus factores de crecimiento disminuye.
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La concentracion sérica de GH no estuvo correlacionada con su
expresion (P = 0.124; r = -0.32) ni con la expresion de IGFBP (P = 0.254; r = -
0.24). Por el contrario, la concentracion de IGF-1 circulante provoc6é una
disminucién en la expresion de los factores de crecimiento, GH (P = 0.003; r = -
0.58) e IGFBP (P = 0.004; r = -0.56). Finalmente, no se observo relaciéon entre la

expresion de GH e IGFBP (P = 0.108; r = 0.34).

Cuadro 5. Coeficientes de correlaciones entre edad, peso al nacimiento, peso
al sacrificio, concentraciéon de GH e IGF-1 en suero, expresiéon de GH e IGFBP

2 2 2
E . EC  ES g%
— . — 0 £ 8 S s 2z
o 5 £ o & g2 g £ g K
S 5% $g &% 8% &
&3] M~ g VY O = O = = O
Peso al r=0.38
nacimiento P=0.067
Peso al r=0.97 r=0.29
sacrificio P<0.001 P=0.167
Concentracion  r=0.29 r=0.25 r=0.16
sérica GH P=0.170 P=0.245 P=0.446
Concentracion  r=0.71 r=0.43 r=0.59 r=0.40
sérica IGF-1 P<0.001 P=0.035 P=0.002 P=0.057
Expresion de r=-040 r=-0.09 r=-040 1r=-032 r=-0.58
GH RNAmM P=0.054 P=0.69 P=0.053 P=0.124 P=0.003

Expresion de r=-036 r=-012 r=-028 r=-024 =056 r=0.34
IGFBP RNAm  P=0.085 P=0.563 P=0.191 P=0.254 P=0.004 P=0.108
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DISCUSION

Los estudios sobre concentracién de GH e IGF-1 en cerdos son escasos, y
en particular relacionados con la edad y el peso al nacimiento y al sacrificio. Los
resultados de la concentracion sérica de GH e IGF-1 permitieron establecer la
variacion con la edad de los animales.

Concentracion sérica de GH e IGF-1 respecto a la edad y peso de los
cerdos.

En el presente trabajo se observé que la concentraciéon de GH en suero
tiene un comportamiento cuadratico que disminuye al incrementar la edad de
los cerdos. Después del nacimiento se observé un incremento en la
concentracion de GH hasta los 30 d de edad, misma que posteriormente
disminuy6é gradualmente hasta los 180 d de edad. La disminucién de la
secrecion de GH conforme los cerdos crecian y alcanzaban su edad adulta,
concuerda con lo encontrado en borregos por Recabarren et al. (1998), estos
autores demostraron que en ovinos la secrecion de GH disminuye durante el
desarrollo prepuberal, aunque mencionan que las razones fisioldgicas de esta
disminucién no son claras.

Poco después del nacimiento la tasa de secrecion de GH es alta y
posteriormente baja durante el periodo neonatal a niveles similares a los
observados hasta la pubertad (Martha et al 1996). La sintesis y secrecién de GH
estd regulada principalmente por los péptidos GHRH y Somatostatina, ademas
puede estar regulada por varias hormonas como IGF-1, hormona tiroidea (T3) y
glucocorticoides. La disminucién en la secrecion de GH que ocurre en forma

dependiente de la edad, es secundaria a una disminucién de la GHRH y a un
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aumento en la secrecién de Somatostatina a nivel hipotaldmico (Giustina y
Valdhuis, 1998). Por otra parte, un nivel elevado de IGF-1 en suero inhibe la
liberaciéon de GHRH vy, por tanto, también de GH (Guistina y Valdheius, 1998).
Ademas, al parecer, los glucocorticoides y la hormona T3 interacttian con el gen
GH y estimulan su transcripcion (Flores et al., 2006).

El nivel de GH también se incrementa en respuesta al estrés, ejercicio,
horas de suefio, concentraciéon de aminoacidos en sangre, hipoglucemia,
esteroides sexuales, a agonistas adrenérgicos, dopamina y ayuno; mientras que
los 3 agonistas adrenérgicos, glutamato, hiperglucemia y alto contenido de
acidos grasos volétiles disminuyen los niveles séricos de GH (Gillies, 1997).
Aunque muchos de los mecanismos moleculares que explicarian estos efectos
no han sido elucidados por completo, si se conoce que los aminoécidos y otros
nutrientes actiian como estimulo para la secrecion de GH sobre todo en dietas
balanceadas y ricas en proteina (Isidori et al., 1981).

En este trabajo la concentracion de IGF-1, aument6 conforme al
crecimiento de los cerdos. Se observd un incremento importante en la
concentracion de IGF-1 en suero en el periodo posterior al destete, mismo que
continué elevandose ligeramente hasta los 120 d de edad, momento en el cual
comenzé a decrecer hasta los 180 d. Estany et al. (2007), en trabajos con cerdos
mencionan que el IGF-1 en plasma mostro un aumento constante de los 35 a los
160 d y un atendencia a la baja en la edad avanzada 185 d, coincidiendo con los
datos encontrados en este trabajo. Asimismo Noble et al. (2007) mencionan que

en equinos la concentraciéon de IGF-1 mostré una disminucién gradual con la
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edad. Cheng et al. (2005), observaron que en roedores, IGF-1 regula la
longevidad del individuo, y que sus niveles sanguineos disminuyen
significativamente con la edad.

En estudios realizados por Gerrard et al. (1998), en cerdos se observé la
expresion de IGF-1 desde los 30 d de gestacion hasta los seis meses de edad; y
se encontré que IGF-1 presenta su expresiéon mas alta a los 21 d después del
nacimiento y disminuye conforme los individuos se acercan a la edad adulta a
los seis meses de edad. Este efecto no fue observado en el presente trabajo, y
aunque no se evaluo el nivel de IGF-1 a los 21 d de edad, sino a los 30 d de
edad, dos dias después del destete de los lechones. En este sentido, se ha visto
que el estrés debido al destete provoca una disminucién en los niveles de
factores de crecimiento en sangre, y especificamente en IGF-1 (Cervantes, 2009),
por lo que no seria descartable el hecho de que dos o tres dias antes los lechones
pudieran haber presentado niveles superiores de IGF-1 en suero.

Mufioz et al. (2010) sefialan que existen otros factores que afectan
significativamente las concentraciones circulantes de IGF-1; entre las mas
importantes se encuentra la raza, sexo, edad y alimentacion. Respecto a la raza
del cerdo, se ha encontrado que las concentraciones de IGF-1 en cerdos
miniatura es menor que la concentracién en cerdos de razas de tamafio estandar
(Buonomo et al.,, 1987). También estd bien documentado que los machos
presentan concentraciones superiores que las hembras (Noble et al., 2007). Del

mismo modo el tipo de alimentacion influye sobre la concentracién de IGF-1 en
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suero, las dietas ricas en carbohidratos provocan concentracién mas altas de
IGF-1 en comparacién con dietas ricas en grasa (Treiber et al., 2005).

Los patrones de concentraciéon de GH e IGF-1 en suero del nacimiento a
la edad adulta de los cerdos fueron similares. Aparentemente, los incrementos
en el nivel de GH también provocaron un incremento en la secrecion de IGF-1.
Sherlock y Toogood, (2007), indicaron que durante la pubertad, reconocida
como el periodo de mayor crecimiento, la secrecién de GH alcanza su nivel mas
alto causando también un incremento en la secrecion de IGF-I. Una vez que el
individuo alcanz6 su edad adulta disminuye la secreciéon de GH y de IGF-I, esto
inicia el proceso de envejecimiento caracterizado por una pérdida progresiva de
masa y fuerza muscular, disminucién en el rendimiento fisico, aumento en la
grasa corporal y disminucion en la densidad mineral 6sea (Giustina et al., 2008).

La GH induce la sintesis de IGF-1 principalmente en el higado, y en
menor proporcién en otros tejidos, la funcion de este IGF-1 es actuar como
hormona circulante y como factor de crecimiento local bajo el control de
diversas hormonas (Lanning y Carter-Su, 2006). Asi mismo Simmen et al. (1998)
menciona que la concentracion de GH e Insulina regulan los mecanismos
moleculares del gen para la sintesis de IGF-1. En presente trabajo se confirmoé
que la GH estimula la sintesis de IGF, y que el incremento en la concentracion
de GH conforme crecen los cerdos, también induce la sintesis de IGF-1,
causando el crecimiento de los cerdos, pero que ademas responde a otros
factores de similar importancia tales como la alimentacién, ambiente y la

sefalizacion causada por otras hormonas. La concentracién de IGF-1regula la
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proliferacion celular en células del musculo liso del cerdo (Duan y Clemmons,
1998).

Los resultados de este trabajo demostraron que la relaciéon entre las
concentraciones séricas de GH e IGF-1 se debe a la variacién de uno de los
factores, ya que al incrementar la concentracién de GH se produce un aumento
en la concentraciéon de IGF-1 en sangre. En un trabajo llevado a cabo por Wester
et al. (1998), encontraron que la administraciéon de pGH ex6gena a cerdos recién
nacidos provoca un estimulo al eje somatotrépico, notable incrementa en
aproximadamente el 300% en la concentracion de IGF-1 circulante en
comparacion con la concentracién del grupo testigo.

En este estudio no se observo relacion entre el peso al nacimiento o al
sacrifico con la concentracion sérica de GH, lo que indica que la secrecién de
GH no estd determinada tnicamente por el peso del cerdo, sino por una serie
de acciones hormonales y de respuesta celular del mismo. En este sentido,
Miiller et al. (1999) mencionaron que el indice de masa corporal se correlacioné
negativamente con la secrecion de GH, es decir que animales més grandes
presentan niveles inferiores de esta hormona.

Por el contrario la concentracion sérica de IGF-1 se relacion6
significativamente con el peso al nacimiento y al sacrificio en los cerdos en este
estudio. Estos resultados coinciden con lo sefialado por Mufoz et al. (2010), esos
autores mencionan que existe una correlacién positiva entre tamafio corporal y
la concentraciéon sanguinea de IGF-1 en cerdos. Estany et al. (2007) también

observaron una asociacion positiva entre el peso vivo y la concentraciéon de IGF-
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1 en cerdos de 35 d de edad, esta asociacion también se observd cuando los
cerdos alcanzaron el peso al mercado.

Concentracion sérica de GH e IGF-1 y expresion de GH e IGFBP

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la variacién en la
concentraciéon de GH e IGF-1 en suero aumenta con la edad de los cerdos,
mientras que la expresion en hipéfisis de GH disminuye, y que la expresion de
GH esta relacionada con concentraciéon de IGF-1, pudiendo entonces influir en
la secreciéon de éste ultimo. Como se ha mencionado, la concentraciéon de GH en
suero depende de su expresién en hipoéfisis, su sintesis y secreciéon a circulacion
sistémica (Giustina y Valdhuis, 1998). Entonces GH es transportada a sus
tejidos blancos por la GHBP para activar la cascada de sefializacién que activa
al gene que codifica IGF-1 (Kratzsch et al., 1997). Como consecuencia a la
expresion de IGF-1 ocurre la sintesis y secreciéon de la misma hacia la sangre, en
donde es transportado por IGFBP y activa a sus receptores, IGFR, en los tejidos
blanco promoviendo el crecimiento de los cerdos (Domené et al., 2005).

Respecto a la correlacién positiva observada entre la concentracion de
IGF-1 y la expresiéon de GH, Voss et al. (2001), mostraron que un incremento en
la concentracién de IGF-1 en el medio de cultivo de células somatotropas de
pituitaria de rata expuestos por 5 d a 90 nM IGF-1 provoca una disminucién en
la expresion de GH, por tanto IGF-1 estaria regulando la expresiéon de GH,
aunque estos autores indican que pudiera haber varias explicaciones para la
regulacion de la expresiéon de GH por IGF-1. Una de ellas responde a los
mecanismos intracelulares que regulan la formacién del complejo de la

transcripcion y traduccion de GH, o que inhiben la expresion de GH por algtn
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otro mecanismo; ya que se ha sugerido que los complejos de transcripcion
montados sobre un ntimero de genes se activan en un interruptor de todo o
nada. En este trabajo la expresiéon de IGFPB disminuy6 conforme aumentaba la
concentracion sérica de GH e IGF-1, este comportamiento deriva de la respuesta
celular a la concentraciéon sanguinea de IGF-1. Debido a que la actividad de
muchos factores de transcripciéon estd regulada desde el medio extracelular a
través de sefiales hormonales, estas vias podrian responder positiva o
negativamente a las concentraciones de éstas y otras hormonas en suero
modificando la actividad celular (Koshland, 1998). Por el contrario, a lo
observado en este trabajo, Canalys et al. (1993) observaron que el IGF-1
circulante estimula la expresiéon de IGFBP en el hueso, mientras que otros
factores de crecimiento con actividad mitégena lo inhiben. Duan y Clemmons
(1998) trabajaron con células vasculares de musculo liso de cerdo y reportan
que la expresion de IGFBP fue regulada directamente por la secrecion
autocrina/paracrina de IGF-1.

Expresion relativa de GH e IGFBP

En este trabajo se observé que la edad de los cerdos se correlaciona
negativamente con la expresion de GH. Estos datos indican que conforme los
cerdos y aumentan de peso, la expresion de GH decrece, puede ser por la
disminucién en el nimero de receptores en el higado debido a la disminucién
de GH e IGF-1 circulantes (Breirer et al., 1994).

Al parecer, el destete también afect6 la expresion de GH, ya que en este
estudio los cerdos de 30 d redujeron en un 63% la expresién de GH respecto a

los cerdos de un dia de edad. Estos resultados coinciden con lo presentado por
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Cervantes (2009) en donde observé una disminucién del 95% en la expresion de
GH por efecto del destete de los lechones, este efecto se puede atribuir a la
disminucién en el consumo de alimento ocurrido en esta etapa, mismo que

afect6 la sintesis y liberacion de GH (Weller et al., 1994).

Efecto de la edad y peso de los cerdos en la expresion relativa de GH e
IGFBP

La edad de los cerdos afect6 negativamente la expresiéon de IGFBP, esta
caida en la expresion de IGFBP inici6 al nacimiento, aunque se observo el nivel
mas bajo a los 120 d de edad, es decir, alrededor de la pubertad. A continuaciéon
los animales llegados a la edad adulta mostraron un incremento en la expresion
de IGFBP. Como se mencioné anteriormente, la expresién de esta proteina
ligadora esta correlacionada negativamente con la concentracion de su ligando,
mismo que fue en incremento del nacimiento hacia la pubertad.

En este trabajo se demostr6 que el peso al nacimiento no influye sobre la
expresion de GH e IGFBP. Lopez et al. (2004), sefialaron que el crecimiento fetal
tiene baja dependencia de GH, como consecuencia de la expresion tardia y la
maduracion progresiva de sus receptores, esto parece reflejar un estado de
resistencia a la hormona durante esta etapa temprana de la vida, y que
probablemente el peso al nacimiento sea independiente de la concentracién de
la misma.

Posterior al nacimiento, los resultados de este trabajo demuestran que el
peso de los cerdos fue afectado por la expresion de GH e IGFBP, a medida que

éstos crecen y van alcanzando su peso adulto la expresion de GH e IGFBP
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disminuyen de forma lineal. Bliiher et al. (2005), mencionan que tanto la GH
como IGF-1 tienen efecto anabdlico en la sintesis de proteina, ambas hormonas
participan activamente en la regulacion del crecimiento aumentando la masa

corporal magra y disminuyendo la acumulacién del tejido graso.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas de GH e IGF-1 y la expresion de GH e IGFBP
se encuentran relacionadas entre si y se modifican conforme a la edad de los

cerdos.

La mayor expresion y concentracion sérica de GH se observa durante el
primer mes de vida del cerdo, ésta disminuye paulatinamente conforme el
cerdo va alcanzando la edad adulta, y es afectada negativamente por la

concentracion sérica de IGF-1.

La concentraciéon de IGF-1 en sangre se incrementa paulatinamente del
nacimiento hacia los 120 dias de edad, mientras que la expresiéon de su

transportador, el IGFBP se reduce.
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