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Resumen

En una comunicacién que tuvo lugar en la RANM hace dos afios se pre-
sentaron una serie de datos que apoyaban el papel de la GH, la melatonina
y los estrégenos en la prevenciéon del envejecimiento de una serie de siste-
mas fisiolégicos que incluian el hueso, el metabolismo hepatico y el siste-
ma vascular. También se aportaron datos iniciales del efecto beneficioso, que
dichas hormonas parecian ejercer sobre el SNC. En la comunicacién de hoy
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(Depto. de Fisiologia Animal. Fac. Ciencias Biolégicas. UCM), A. C. F. Tresguerres y
C. Ariznavarreta (Depto. de Fisiologia. Fac. Medicina Univ. Complutense).
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se presentan los resultados obtenidos desde entonces sobre dicho SNC, so-
bre el sistema inmunitario y sobre la piel.

Se han estudiado un total de 140 ratas machos y hembras que se han ido
sacrificando desde los dos meses hasta los 24 con intervalos de 6. Otro gru-
po de 64 ratas de ambos sexos se han sometido a distintos tratamientos. Los
machos se trataron con GH y melatonina durante 10 semanas sacrificindo-
se a los 24 meses. Las hembras se dividieron en dos grupos: Intactas y
castradas a los 12 meses de edad. Las primeras se trataron con GH y
melatonina y las segundas ademas con estrégenos y Phytosoya. Todas se tra-
taron durante 10 semanas entre los 22 y 24 meses de edad.

Se determiné el nimero de neuronas en el hilus del giro dentado en cortes
de cerebro sometidos a tincién de Nissl. También se determiné la
neurogénesis utilizando tinciones con BrdU. Se determiné la actividad
inmunitaria midiendo la actividad de las células NK, la quimiotaxis y la
actividad proliferativa en respuesta a Con A en leucocitos en cultivo obteni-
dos de ganglios axilares y bazo de las ratas anteriormente descritas, asi como
la liberacién de Il 2 al medio.

Se ha podido ver una disminucién del nimero de neuronas con la edad
tanto en machos como en hembras y en estas no se pudo observar ningtin
efecto de la castracién. También se observé una gran disminuciéon de la
neurogénesis con la edad en ambos sexos. El tratamiento con GH determi-
na un incremento del ntimero total de neuronas sin modificar la neurogénesis
por lo que se supone es debido a una disminuciéon de la apoptosis. Esto
parece confirmarse con la disminucién de los nucleosomas y el incremento
de Bcl2 que se ha comprobado en homogeneizados de cerebro.

Las funciones inmunitarias estudiadas experimentan una disminucién,
edad dependiente que empeora con la ovariectomia. El tratamiento con GH
incrementa las funciones deterioradas al igual que los estrégenos y en algu-
nos casos también la melatonina. La piel sufre un proceso de deterioro con
la edad, traducido en una disminucién del espesor epidérmico, un incremento
de la grasa dérmica y una disminucién de los fibroblastos que también se
recupera parcialmente con GH y melatonina.

Los queratinocitos en cultivo procedentes de animales viejos muestran un
aumento de nucleosomas y una disminucién de Bcl2 que se restablece con
GH y melatonina.

Abstract

In a previous communication to the RANM two years ago, some data were
presented supporting the role of GH, melatonin and estrogens in the
prevention of aging of bone, liver metabolism and vascular activity.
Additional data were presented about the beneficial effect of these hormones
on the Central nervous System (CNS). In the present communication results
obtained since that time on the CNS, the immunitary system and the skin
will be presented.

A total of 140 male and female rats have been investigated. Animals have
been decapitated every 6 months starting with 2 and finishinf with 24
months. Another group of 64 rats from both sexes has been submitted to
different treatments over 10 weeks, between 22 and 24 months of age. Ma-
les have been treated with GH and melatonin. Females were divided in two
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groups: intact and castrated at 12 months of age. The first group was treated
with GH and melatonin and the second with these two and additionally with
estradiol and with Phytosoya. Total number of neurones in the hilus of the
dentate gyrus has been counted in Nissl stained cerebral cuts. Neurogenesis
was estimated by staining with BrdU. Immunitary function was estimated
measuring NK activity, chemiotaxis and lymphoproliferative activity in
response to Concanavaline A in cultures of leucocytes obtained from axilary
nodes and spleen of the animals as well as liberation of IL2 to the medium.
An age dependent reduction in the number of neurones has been registrated
in male and female rats, without influence of the ovariectomy. A dramatic
reduction in neurogenesis has been also detected in both sexes. GH
stimulates total number of neurones but does not modify neurogenesis, so
a reduction in apoptosis has been considered. This seems to be supported
by the reduction in nucleosomes and the increase in Bcl2 observed in cere-
bral homogenates. Immunitary functions show an age dependent reduction
that gets worse with ovariectomy. GH treatment enhances all affected
functions as well as estrogens and in some cases melatonin. The skin is also
deteriorated by age and that is translated in a reduction of epidermal
thickness, an increase in dermical fat and a lowering in the numer of
fibroblasts. All these alterations are recovered with GH and melatonin.
Keratinocytes from old animals in culture show an increase in nucleosomes
and a reduction in Bcl2 that is restaured with GH and melatonin.

INTRODUCCION

Las lesiones degenerativas del SNC son causas frecuentes e im-
portantes de muerte y de enfermedad en nuestra sociedad. Las cau-
sas de las alteraciones que aparecen a lo largo de la vida en el SNC
son multiples, y muchas de ellas son objeto todavia de estudio, al
no estar claras su etiologia ni su patogenia. En cualquier caso, las
enfermedades son mas frecuentes en los individuos de edad avan-
zada, y en la mujer a partir de la menopausia. En estas etapas de
la vida, los niveles de varias hormonas disminuyen de forma signi-
ficativa, entre ellas las hormonas gonadales y la hormona de creci-
miento (GH) (Roshan et al.,, 1999, Toogood and Shalet, 1998).

El envejecimiento cerebral estd asociado a un incremento del
compartimento glial. Se ha descrito la aparicién de un aumento de
la densidad de los astrocitos, asi como hipertrofia de los mismos
(David et al., 1997). En el mismo sentido la formacién continua de
nuevas neuronas en el cerebro es un hecho cierto, especialmente en
animales j6venes, y aunque la significacién fisiolégica de este hecho
no estd totalmente aclarada (Trejo et al., 2001), las estrategias tera-
péuticas para potenciar este proceso en la vejez, cuando la emergen-
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cia de nuevas neuronas parece disminuir o desaparecer totalmente,
abren un campo nuevo y muy prometedor.

Las hormonas del eje somatotropo, GHRH, GH, IGF-I que son
responsables del crecimiento somatico durante la infancia y la pu-
bertad, tienen también una serie de funciones metabdlicas en el
adulto joven que incluyen efectos sobre los lipidos, las proteinas y
los hidratos de carbono. Asi, la GH estimula el desarrollo muscu-
lar, favorece la pérdida de tejido graso, aumenta la densidad mine-
ral 6sea y modifica el metabolismo de los glicidos. La disminucién
de la secrecién de GH con la edad tiene un efecto negativo sobre
estas funciones. Ademas la GH tiene otras actividades, que incluyen
efectos importantes a nivel cerebral (Nyberg, 2000). El tratamiento
con esta hormona aumenta la capacidad psicolégica en adultos con
déficit de GH (Bauman et al., 1995, Gustafsson et al., 1999) y se han
descrito también efectos beneficiosos sobre memoria, alerta mental,
motivacién y capacidad de trabajo. La terapéutica con GH modifi-
ca asimismo los niveles de neurotransmisores del LCR (Johansson
et al., 1995). Hay receptores para GH en neuronas, glia y células
endoteliales (Lobie et al., 1993) y hay respuesta cerebral de incre-
mento de IGF-I en respuesta a la GH incluso en ratas viejas (L6-
pez Fernandez et al., 1996).

Se ha descrito la presencia de IGF-I (Torres Aleman et al., 1994),
sus proteinas transportadoras y su receptor en el cerebro y cerebe-
lo y se ha sugerido que desempena alli un papel tréfico en el desa-
rrollo de los mismos. El mismo grupo (Trejo et al., 2001) ha demos-
trado que la administracién de IGF a ratas sedentarias adultas
incrementa el nimero de neuronas nuevas en el hipocampo, y que
el ejercicio, que incrementa la secrecién de GH, incrementa la cap-
tacién de IGF desde la sangre en diversas areas cerebrales. La au-
sencia de IGF-I (KO mice) da lugar a hipomielinizacién neural, dis-
minucién del namero de oligodendrocitos y reduccién del tamafio
total cerebral (Beck et al., 1995).

Otras hormonas con efectos beneficiosos claramente establecidos
en el organismo en general y en el cerebro en particular son los
estrégenos, donde también ejercen funciones neuroprotectoras (Az-
coitia et al., 1999, Garcia Segura et al., 2001). La disminucién de
la secrecién de estrégenos durante la menopausia determina una
alteracién del perfil lipidico y un aumento de las alteraciones cere-
bro-vasculares (Chowienezyk et al., 1990, Liischer et al., 1996). El
tratamiento con estrégenos mejora todos estos procesos. Ademaés se
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ha comprobado que su asociacién con GH mejora mucho el anabo-
lismo poteico. El papel de ambas hormonas pudiera potenciarse asi
mismo en el caso del SNC.

Los cambios asociados a la edad que sufre el sistema inmunita-
rio pueden estar relacionados con el aumento de la morbi-mortali-
dad asociada al incremento de susceptibilidad a la infeccién, can-
cer y enfermedades autoinmunes. Las funciones del sistema
inmunitario mas alteradas con la edad son aquellas relacionadas con
los linfocitos T (Solana et al., 1999, Malaguarnera et al., 2001, Pawe-
lec et al., 2002). También se producen cambios en las células Na-
tural-killer (Solana and Pawelec, 1998, De la Fuente et al., 2001).
Existen diferencias en la funcién inmunitaria de machos y hembras,
probablemente debido a la accién de las hormonas sexuales (Olsen
and Kovacs, 1996; Gaillard and Spinedi, 1998). Por tanto, parece
interesante estudiar la evolucién de la capacidad funcional del sis-
tema inmunitario con la edad, asi como las diferencias entre ma-
chos y hembras ovariectomizadas, con el fin de establecer el papel
de los estrégenos en dicho proceso. Asimismo, resulta conveniente
estudiar el efecto de la administraciéon sustitutiva de estrégenos a
hembras ovariectomizadas. Por otra parte, se sabe que la GH y su
mediador IGF-1 ejercen acciones sobre las células del sistema inmu-
nitario y la respuesta inflamatoria (Heemskerk et al., 1999; Jeay et
al., 2002). Estos hechos justifican el interés del estudio de los efec-
tos de la administracién de GH en ratas viejas.

También la piel estd afectada por la edad, y dicho efecto es mas
evidente en hembras carentes de estrégenos. Histolégicamente, el
cambio que maés llama la atencién es el adelgazamiento de la unién
dermo-epidérmica y la pérdida de volumen dérmico. En la dermis,
los niveles de coldgeno y sustancia fundamental estan disminuidos,
conduciendo a cambios en el grosor cutianeo. Existe variabilidad en
el grosor de la pared de los vasos, dilatacién de los vasos linfaticos
y pérdida del lecho vascular, especialmente de las asas capilares
verticales que ocupan las papilas dérmicas. Dentro de estos cambios
también existe una disminucién de la celularidad (Yaar and Gil-
chrest, 2001). En la epidermis existe una reduccién del ntmero de
células de Langerhans y de melanocitos, asi como de la sintesis de
melanosomas, que lleva a una disminucién de la pigmentacién. El
namero de foliculos pilosos disminuye con la edad, pero su estruc-
tura permanece inalterable (Montagna and Carlisle, 1990). La piel
es uno de los 6rganos diana de la GH (Triboutot, 1995), y por ejem-
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plo la administracién de GH en nifios con déficit de la hormona,
aumenta el grosor de la dermis y disminuye la rigidez cutdnea
(Schulman, 2002). Estos efectos parecen mediados por la interaccién
con los receptores de GH que se expresan en la epidermis, estruc-
turas anexas, fibroblastos dérmicos, adipocitos, células de Schwann
y células musculares (Oakes et al., 1992; Edmoundson et al., 1999).

La piel es uno de los 6rganos diana no reproductivos més im-
portantes donde los estrégenos tienen efectos significativos (Phillips
et al., 2001). Con la menopausia la piel parece adelgazar, hecho que
parece estar relacionado con la disminucién del contenido colage-
no cutaneo (Brincat et al., 1983; Ravnikar et al., 1985; Stubbs et al.,
1978). También disminuye la retenciéon de agua y aumentan la se-
quedad y las arrugas finas (Callens et al., 1996; Dunn et al., 1997;
Pierard-Franchimont et al., 1995). El envejecimiento en mujeres
sanas se asocia con una disminucién de la tasa de reparaciéon de
heridas, con disminucién de los niveles de coldgeno tipo 1. Todos
estos cambios relacionados con la edad pueden ser revertidos me-
diante la administracién de terapia hormonal sustitutiva con estré-
genos (Ashcroft et al., 1997).

En estudios previos de nuestro grupo hemos podido observar el
efecto beneficioso que la GH presenta a nivel vascular, 6seo e in-
munitario en ratas machos de 22 meses (Castillo et al., 2003), y el
efecto asimismo beneficioso de los estrégenos en ratas viejas hem-
bras castradas. En lo que al sistema nervioso se refiere, hemos he-
cho un estudio preliminar donde parece observarse un efecto de la
GH y de la melatonina sobre el nimero de neuronas del hilus del
giro dentado, pero no sabemos si ello es debido a un aumento de
la neurogénesis o a una disminucién de la apoptosis. Se hace, pues,
necesaria la investigacién mas profunda de los mecanismos involu-
crados en estos efectos. La medida de la neurogénesis utilizando el
marcaje del ADN con BrdU puede ayudar a comprender estos pro-
cesos.

La familia de Bcl2 esta constituida por proteinas tanto inductoras
como represoras de la apoptosis. la expresiéon de Bcl2 suprime la
apoptosis, mientras que la expresiéon de otro de sus miembros, el Bax,
la induce. El Bax antagoniza el efecto de Bcl2 y acelera la muerte
celular por apoptosis. el balance entre proteinas inductoras y repre-
soras constituye uno de los mecanismos de control més importantes
en la regulacién de los mecanismos de muerte celular por apoptosis.
También las caspasas 3 y 9 son agentes proapoptéticos, y hay que
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tener en cuenta ademas el posible papel desempefiado por la NF«},
siendo temas de enorme trascendencia para entender el posible papel
beneficioso de la GH, la melatonina y los estrégenos en el SNC. Ade-
mas la GH y los estrégenos pueden compartir un mismo sistema de
transduccién a través de MAP-quinasas, lo cual podria explicar efec-
tos aditivos o antagénicos en algunas de sus funciones.

MATERIALES Y METODOS
Animales

EXPERIMENTO 1.—Se usaron ratas, machos y hembras, de 2, 6, 12,
14, 18, 22 y 24 meses de edad. Los animales procedian de Harlan
Ibérica (Barcelona) y se mantuvieron a temperatura constante
(22 + 2°C), con un ciclo regular de 12 horas luz/oscuridad y dieta
estandar de laboratorio, con libre acceso a la comida y al agua. Se
traté a las ratas siguiendo las indicaciones de las Directivas 86/6091
EEC de la Comunidad Europea. Los machos se sacrificaron en gru-
pos de n = 7/8 a diferentes edades. Las hembras también fueron de-
capitadas a las mismas edades que los machos en grupos de n = 6/7.
Otras 24 hembras fueron castradas a los 12 meses de edad, divididas
en 4 grupos y sacrificadas a los 14, 18, 22 y 24 meses de edad, respec-
tivamente.

EXPERIMENTO 2.—Se utilizaron ratas hembras y machos de 22
meses, divididas en los siguientes grupos:

Machos: viejos tratados con vehiculo, viejos tratados con hormo-
na de crecimiento humana recombinante (rhGH; 2 mg/kg/d, dividi-
da en dos inyecciones s.c.), y otro tratado con melatonina (1 mg/
kg/dia en el agua de bebida).

Hembras: Viejas intactas controles y viejas intactas tratadas con
GH, viejas ovariectomizadas a los 12 meses de edad, tratadas con
vehiculo, viejas ovariectomizadas tratadas con estradiol (125 ug/se-
mana, s.c.), viejas castradas tratadas con Phytosoya (60 mg/kg/dia en
el agua de bebida) y ratas viejas ovariectomizadas tratadas con GH
y estradiol a las mismas dosis anteriormente mencionadas. Los tra-
tamientos fueron administrados durante 10 semanas. Se utilizaron
ratas de 3 meses de edad intactas de ambos sexos como grupos de
referencia.



164 ANALES DE LA REAL
Estudios histolégicos y de la poblacion neuronal

Durante los tres dias anteriores al sacrificio los animales fueron
inyectados con Bromodesoxi Uridina (BrdU) que incorporada al ADN
de las células, actiia como marcador del niimero de nuevas neuro-
nas y células gliales en el hilus y las capas granular y subgranular
del giro dentado del hipocampo. Dicho marcador se visualiza me-
diante la utilizacién de un anticuerpo monoclonal anti-BrdU de ra-
ton.

Para estudiar la poblacién neuronal del hilus del giro dentado del
hipocampo se ha seguido el método descrito por Trejo et al. (2001)
mediante la utilizacién de un disector 6ptico.

El cerebro fue fijado con PFA al 4 % en tampén fosfato 1 M para
la diseccién de la mitad rostral-septal del hipocampo derecho, sien-
do cortado el cerebro a 1.30 mm. del bregma, y ventralmente a 4.50
mm. (Paximos and Watson, 1982). Las areas fueron cortadas seria-
damente en sentido rostro-caudal con un vibratomo (Leica) en sec-
ciones de 50 um que fueron colocadas en un bafio de tampén fos-
fato 0.1 M flotando libremente. Los cortes se mantuvieron separados
para mantener el orden de las secciones, las cuales se sometieron a
tincién de Nissl que permite, en esta area, la distincién morfolégica
de las neuronas con respecto a las células gliales.

Muestras de piel para histologia

Se han cogido muestras del lomo, de la axila y de mucosa de la
boca que no sea la lengua. Como medio de fijaciéon se ha utilizado
Formol al 4 % y se han analizado las muestras en el departamento
de Anatomia Patolégica del Hospital 12 de Octubre donde se ha va-
lorado: atrofia epidérmica, esclerosis de los vasos, fibras elasticas
(tincién especifica), colageno, células de Langherhans (inmunohis-
toquimica S100 y CD1A) y foliculos pilosos (densidad y tamarfio de
los mismos).

Aislamiento de queratinocitos para medicion de indicadores de
envejecimiento

El aislamiento de queratinocitos se ha realizado por digestién de
la muestra de piel durante 2 h. si se trata del lomo o durante 1:30
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si se trata de axila, en una solucién con dispasa al 0.5 % agitada a
200 rpm a 37°C. Después se lleva a cabo una segunda digestién
durante 15 min. en una solucién con dispasa al 0.5 % y tripsina al
0.1 %.

Una vez acabada la digestién se procede al raspado de la mues-
tra hasta obtener el mayor nimero de células posible y se filtra a
un tubo falcén. Tras centrifugacién a 3.000 rpm durante 10 min. a
4° C, el sobrenadante se decanta y el pellet se resuspende con 0.5
ml. de RPMI 16.40. El resultado se reparte en placas de 35 x 10 cm.
equitativamente, afadiendo 2 ml. RPMI 16.40 y se cultiva bajo at-
mosfera de 5% CO,, 95% O, a 37°C.

Tras 24 h. de cultivo se retira el medio con las células no adhe-
ridas, y tras adicién de medio fresco, las células se cultivan de nuevo
otras 24 h. en presencia o ausencia de TNF, Vit E, GH y melatoni-
na. Al finalizar el periodo de cultivo, células y medio se recogen
separadamente para posterior determinacién de: Bcl2 y nucleosomas.

Determinacién de proteinas

Se realizé6 mediante el método de Bradford.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + error estandar,
siendo «n» el nimero de preparaciones de queratinocitos utilizadas,
cada una procedente de una muestra diferente.

Las comparaciones entre medias se llevaron a cabo mediante
métodos no paramétricos, utilizando el test de Friedman de anali-
sis de varianza por grupos, seguido del test de Wilcoxon para com-
paraciéon de pares de medias en caso de resultar significacién en el
primero. Se consideraron significativas las diferencias cuando la «p»
fue inferior a 0,05.

Recolecciéon de suspension de linfocitos

Los animales fueron sacrificados por decapitacion, siguiendo las
lineas marcadas por las Directivas 86/6091 EEC de la Comunidad
Europea. Se extirparon asépticamente el bazo y los ganglios axila-
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res, se les quité la grasa, se menudearon con unas tijeras y fueron
suavemente prensados a través de una red (Sigma). Se centrifugaron
las suspensiones de células en un gradiente de Ficoll-Hypaque (Sig-
ma) con una densidad de 1.070 g/ml. El material en la interfase se
resuspendié en un medio RPMI 1640 enriquecido con L-glutamina
(Gibco) y suplementado con un 10 % de suero fetal inactivado por
calor (Gibco) y Gentamicina (100 ug/ml, Gibco), se lavé, y el ntme-
ro de células se determiné y ajusté a 1 x10° células/ml.

La viabilidad celular, medida regularmente antes y después de
cada experimento mediante un test de exclusién Tripan-Blue, fue su-
perior al 95 % en todos los experimentos.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo a 37° C en una atmds-
fera humidificada con el 5% de CO,.

Quimiotaxis

El ensayo se realiz6 siguiendo una modificacion del método de
Boyden (Boyden, 1962) anteriormente descrito (De la Fuente et al.,
2000). Se usaron camaras con dos compartimentos separadas por un
filtro (Millipore) con poros de 3 um de didmetro. En el comparti-
mento superior se depositaron alicuotas de 300 ul de suspensiones
de leucocitos, mientras que en el inferior eran de 400 ul de quimoa-
trayente fMet-Leu-Phe (Sigma) en concentracién de 10-8 M. Las
cdmaras se incubaron durante 3 horas, los filtros se fijaron y tifie-
ron, y se conté el nimero de linfocitos en la cara inferior del fil-
tro, el cual pasa a ser considerado Indice de quimiotaxis (CI).

Prueba de Linfoproliferacion

La proliferacién de linfocitos como respuesta al mitégeno Con-
canavaline A (ConA) se prob6 siguiendo el método previamente des-
crito (Del Rio et al., 1994). Los resultados se expresan en porcenta-
jes de proliferacion en respuesta a ConA, siendo el 100 % la
captaciéon de timidina observada en los pocillos de control.

Prueba de actividad NK

Se usé una prueba enzimatica clorimétrica para la medida de la
citolisis de las células objetivo (Cytotox 96 TM Promega, Boeringer
Ingelheim) basada en la determinaciéon de LDH usando sales de azul
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de tetrazolio, como se ha descrito anteriormente (Ferrandez et al.,
1999).

Prueba de liberaciéon de IL-2

La concentraciéon de interleukina-2 (IL-2) se determiné sobre los
sobrenadantes de cultivos de linfocitos en presencia de ConA siguien-
do el método previamente descrito (Medina et al., 2000). Tras 48
horas de incubacién con ConA (1 ug/ml), se cosecharon los sobre-
nadantes y se mantuvieron congelados a —20° C hasta la realizacién
de la prueba. El IL-2 se midié usando un equipo ELISA.

Analisis estadistico

Los datos se han expresado como la media + SD de los valores.
Se comprobé la normalidad de las muestras con el test Kolmogo-
rov-Smirnov. Los datos se evaluaron estadisticamente mediante ana-
lisis de variacién de dos vias (ANOVA) y el test de Tukey para ha-
cer comparaciones de muestras paramétricas. Se establecié P<0.05
como nivel minimo de significancia.

RESULTADOS 1

La quimiotaxis de linfocitos procedentes de ganglios axilares y
bazo de hembras y machos muestra, en general, un descenso con
la edad, mostrando las hembras indices de quimiotaxis mas altos
(p<0.001) que los machos. En las hembras, los valores observados
en el bazo de los animales adultos de 6 meses de edad mostraron
una reduccion estadisticamente significativa en comparaciéon con los
de todas las demas edades, mientras que en los ganglios axilares los
valores, a los 6 meses, eran significativamente mayores que los va-
lores constatados a los 14, 18, 22 y 24 meses de edad. En los ma-
chos de 14, 18 y 22 meses, el descenso resulté ser estadisticamente
significativo con respecto a los adultos en las células de los ganglios
axilares. Los machos mostraton valores de quimiotaxis significativa-
mente inferiores a las hembras en los ganglios axilares a los 2, 6,
12, 14 y 18 meses de edad, y a los 2, 6, 12 y 14 también en el bazo.
Por el contrario, las células de los animales de 24 meses mostraron
mayor quimiotaxis en machos que en hembras.
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Se observé un descenso con la edad en el porcentaje de respuesta
linfoproliferativa a la ConA para ganglios axilares y bazo respecti-
vamente. Sin embargo, mientras en las hembras este descenso em-
pezaba a producirse en la edad adulta en las células de ambos 6r-
ganos, en los machos este cambio relacionado con la edad sélo
aparece en los ganglios axilares. En el bazo el descenso aparece en
los animales de 18 meses de edad. Los machos mostraron niveles
inferiores que las hembras, pero este cambio s6lo pudo ser clara-
mente observado en los ganglios axilares, y el descenso estadistica-
mente significativo en los machos en comparaciéon con las hembras
se constaté a los 2, 6, 12, 14 y 24 meses de edad. En el bazo, los
machos mostraron valores inferiores a las hembras sélo a los 2 y a
los 24 meses de edad. El analisis de la varianza mostré que en el
bazo la respuesta linfoproliferativa a ConA esta influida sélo por el
envejecimiento, mientras que en los ganglios axilares ambos facto-
res, edad y sexo, influyen en esa respuesta de manera similar. Se
ha visto que los machos muestran una respuesta linfoproliferativa
inferior a las hembras.

La actividad NK disminuye con la edad, siendo los valores mas
altos a los 6 meses de edad (adultos). El descenso aparece a los 12
meses de edad en los ganglios exilares y en el bazo a los 14 meses
en los machos y a los 18 meses en las hembras. De nuevo, los ma-
chos muestran valores inferiores a las hembras, habiéndose halla-
do diferencias estadisticamente significativas a los 2, 18, 22 y 24
meses de edad en las células de ambos 6rganos. El analisis de va-
rianza muestra que la actividad NK en el bazo sélo esta influida por
el envejecimiento, mientras que en los ganglios axilares la funcién
se ve afectado tanto por la edad como por el sexo, mostrando las
hembras niveles de actividad NK maés altos que los machos.

Se ha detectado un descenso en liberacién de IL-2 (pg/ml) con
la edad en los ganglios axilares y el bazo de las hembras. En el bazo
se han observado en todas las edades diferencias estadisticamente
significativas comparadas con los valores constatados a los 6 meses
de edad, y en los ganglios axilares se han medido valores inferiores
a los 14, 18 y 24 meses de edad. El descenso es menos evidente en
los machos envejecidos, en los cuales sélo se han visto diferencias
significativas en las células de los ganglios axilares entre los anima-
les de 6 meses y los de 22 meses de edad. Los machos muestran
menores niveles que las hembras en ganglios axilares y bazo a los
2, 6 y 12 meses de edad. El andlisis de varianza muestra que en el
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bazo y los ganglios axilares la liberaciéon de IL-2 esta influida por
la edad tanto en machos como en hembras, habiéndose hallado, en
ambos 6rganos, los valores mas altos entre las hembras.

En las hembras castradas, la quimiotaxis de leucocitos del bazo des-
ciende respecto de los valores hallados en hembras no castradas, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) en las de 14 meses
de edad (454+93 en las intactas, 306+61 en las castradas).

En contraste, en los animales de 18, 22 y 24 meses no se han
hallado diferencias significativas. En los ganglios axilares la quimio-
taxis también fue inferior en las hembras ovariectomizadas, con
diferencias significativas con respecto de los controles realizados en
las intactas a los 14 y 24 meses de edad. Otras funciones que se han
estudiado estaban también mas reducidas en ganglios en las hem-
bras ovariectomizadas que en las intactas.

La linfoproliferacién de leucocitos de los ganglios axilares de las
hembras ovariectomizadas muestran valores similares a los consta-
tados en los machos.

Las hembras viejas tanto castradas como intactas fueron dividi-
das en varios grupos experimentales que recibieron diferentes tra-
tamientos hormonales crénicos, observandose efectos sobre los pa-
rametros anteriormente estudiados. Respecto a la respuesta
linfoproliferativa en los leucocitos de ganglio, se aprecia una tenden-
cia al incremento en el tanto por ciento de respuesta en las hem-
bras tanto intactas como castradas que recibieron GH unicamente,
no llegando a ser nunca esta diferencia estadisticamente significati-
va. Sin embargo, en las hembras castradas que recibieron valeria-
nato de estradiol (Eos) y GH combinada con Eos, se aprecia un
marcado incremento (p<0.01).

En relacién a la capacidad quimiotactica de los leucocitos de
ganglio se observa una respuesta mucho mas eficaz a todos los tra-
tamientos en todos los grupos experimentales. Los tratamientos de
GH tanto en hembras viejas castradas como no castradas produjo
un aumento muy evidente (p<0.01) en dicho parametro, al igual que
el tratamiento con Eos tnicamente. El tratamiento de GH combi-
nada con Eos dio lugar a un incremento algo mas moderado
(p<0.05) en la capacidad quimiotactica.

En lo que respecta a la actividad NK de los leucocitos de gan-
glio, los efectos de los tratamientos son mucho mas evidentes en las
hembras viejas castradas, siendo mucho méas marcado (p<0.01) el
aumento en la actividad NK en los grupos que recibieron GH sola
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y Eos solo, mientras que el grupo que recibié el tratamiento com-
binado de ambas hormonas presenté un incremento algo més mo-
derado (p<0.05). Sin embargo las hembras intactas presentan uni-
camente una cierta tendencia al aumento de este parametro, no
llegando a ser estadisticamente significativa la diferencia con el gru-
po control de su misma edad.

RESULTADOS 2

La reduccién en el nimero de neuronas en el hilus de los ani-
males de 24 meses era evidente en un primer examen histolégico
que se confirmé mediante analisis morfolégico cuantitativo.

El hilus de las hembras muestra menor contenido neuronal que
el de los machos a todas las edades estudiadas (p<0.01). Dentro de
cada sexo, el nimero de neuronas en el hilus se mantuvo en un
nivel mis o menos similar entre los 3 y los 22 meses de edad. No
se observaron diferencias significativas en el nimero de neuronas del
hilus de los machos a los 3, 6, 12, 14, 18 y 22 meses (p>0.2). Lo
mismo cabe decir en cuanto a las hembras (p>0.2). Por el contra-
rio, hubo una pérdida neuronal significativa entre los 22 y los 24
meses en ambos sexos (p<0.01). La pérdida neuronal fue de simi-
lar magnitud tanto en machos como en hembras. Entre los 22 y los
24 meses, las hembras mostraron una pérdida media de 10.875
neuronas hilares (32 %), mientras en los machos la pérdida era de
12.653 (25 %). Mas aun, el analisis de los datos con ANOVA de dos
colas muestra que no hay interaccién entre los factores edad y sexo,
indicando que la pérdida neuronal con la edad no se ve afectada por
el sexo de los animales.

También se observé una disminucién del ntimero de células
BrdU positivas, que aparecen teflidas de marrén en un fondo de
células tefiidas de azul Nissl.

El estudio cuantitativo de dicha evolucién muestra una disminu-
cién muy marcada de la neurogénesis con la edad, tanto en machos
como en hembras.

En lo que se refiere a los efectos observados en los grupos ex-
perimentales sometidos a diferentes tratamientos hormonales créni-
cos, cabe destacar dos aspectos principales. Por un lado, las conse-
cuencias derivadas del tratamiento crénico con GH; en los dos
grupos de hembras viejas tanto castradas como no castradas se
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observa un incremento estadisticamente significativo (p<0.05) en el
numero total de neuronas en el hilus del giro dentado al igual que
ocurre en los machos.

Por otro lado, en lo que se refiere a los tratamientos crénicos en
hembras viejas castradas con valerianato de estradiol (Eos), con
Phytosoya® o con un tratamiento combinado de GH y Eos, no se
aprecia ningin cambio estadisticamente significativo sobre el ntme-
ro total de neuronas, existiendo quizds una leve tendencia al incre-
mento en el caso del tratamiento combinado de GH y Eos. Sin
embargo, considerando la proliferacién celular en la capa subgranu-
lar, si se llegan a apreciar cambios estadisticamente significativos en
el nimero de células BrdU (+) tras los tratamientos en las hembras
viejas castradas. se observa un incremento muy marcado (p<0.01)
en el nimero de células BrdU (+) tras el tratamiento crénico con
Eos solos, pasiandose de un numero aproximado de dicho tipo de
células de 75 a mas de 175 en el 4rea hipocampal estudiada. El tra-
tamiento crénico con Phytosoya es quizés el que produce un efecto
mas espectacular (p<0.001), produciéndose un incremento de estas
células hasta aproximadamente 225. Sin embargo, el tratamiento
combinado de Eos y GH en hembras viejas castradas no ejerce efec-
to alguno sobre el ntimero de células BrdU (+).

RESULTADOS 3

Se puede observar una disminucién significativa (p<0.01) del
espesor de la epidermis en los machos viejos unido a un aumento
muy significativo de la grasa dérmica y una gran reduccién en el
numero de fibroblastos a la vez que se observa una desestructura-
cién de las fibras dérmicas.

Los queratinocitos muestran un incremento de edad dependien-
te de los nucleosomas y una disminucién de Bcl2. Tanto el incre-
mento de los primeros como la disminucién de la segunda se res-
tablecen con los tratamientos con GH y melatonina.

CONCLUSIONES

De todos los datos anteriormente expuestos podemos deducir las
siguientes conclusiones.
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Los queratinocitos en cultivo primario procedentes de ratas de
edades superiores a 6 meses de ambos sexos presentan un incremen-
to gradual de nucleosomas que es maximo a los 24 meses (Sastre
et al., 2000), a la vez que muestran una disminucién de Bcl2. El
tratamiento a las ratas macho con GH determina una disminucién
significativa de los nucleosomas y un incremento en los niveles de
Bcl2 lo que representa una mejoria de su situacién funcional.

El contaje de neuronas utilizando el disector 6ptico en los cor-
tes del hilus del giro dentado del hipocampo tefiidos con Nissl per-
mite observar una diferencia en el nimero de neuronas entre ma-
chos y hembras a favor de los primeros (Andrade et al., 2000) con
una caida en el nimero que es evidente entre los 22 y 24 meses de
edad (Shetty y Turner, 1999). No existen diferencias significativas en
el nimero de neuronas entre las ratas hembras castradas y sin cas-
trar a pesar de lo que podria pensarse de los datos de la literatura
(Wooley y McEwen, 1992, Gould et al., 1990).

Si estudiamos las células BrdU positivas que suponen un indi-
cador de neurogénesis pasamos de alrededor de 3.000 nuevas célu-
las a los 2 meses de edad a 80 nuevas células a los 24 meses con
pocas diferencias entre sexos, y de nuevo sin que la ovariectomia
tenga un efecto importante (Hilton et al., 2003).

El tratamiento con GH (Nyberg, 2000) permite observar un in-
cremento signiticativo de las neuronas totales a los 24 meses pero
no aumenta el nimero de células BrdU positivas por lo que el efecto
parece ser antiapoptépico (Frago et al., 2002, Les Greves et al.,
2002).

Por el contrario, estradiol y phytosoya no incrementan el nime-
ro de neuronas totales en las ratas castradas pero si lo hacen de su
neurogénesis (Azcoitia et al., 1999).

La funcién inmunitaria es mejor en términos generales en las
hembras que en los machos (Verthelyi, 2001), perdiéndose estas
diferencias con la castraciéon (Keller et al., 2001). La actividad de las
células NK presenta un maximo a los 6 meses disminuyendo des-
pués progresivamente con la edad (Pawelec et al., 2002; De la Fuen-
te, 2002). También disminuyen la actividad quimiotactica y la lin-
foproliferativa de los leucocitos en ambos sexos (Malaguarnera et al.,
2001; Ortega et al, 2000). En las ratas hembra se observa una dis-
minucién adicional de los tres parametros inmunolégicos con la
castracion (Pfeilschifter et al., 2002).

El tratamiento con GH incrementa las tres funciones de mane-
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ra significativa tanto en animales integros como en castrados. En és-
tos ultimos el estradiol y la Phytosoya ejercen también un efecto
muy evidente sobre las funciones inmunitarias (Shames, 2002).
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INTERVENCIONES
Prof. Rubia Vila

Quiero felicitarte por la presentacién y por los interesantes re-
sultados que has traido. Pero tengo algunas dificultades, a lo mejor
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debido a una pérdida neuronal propia. Cuando se habla de ntime-
ro total de neuronas ¢es que se cuentan?, porque en otro lugar di-
ces que no se puede diferenciar entre neuronas y células de la glia.
Creo que, dado que a partir del ano 1990 se ha sabido que en el
hipocampo existe neurogénesis, es importantisimo poder diferenciar
si existe proliferacién neuronal o glial. Lo mismo me ocurre con lo
siguiente: ¢Existe una disminucién de la apoptosis o una prolifera-
cién celular? Finalmente, parece que la hormona de crecimiento
sirve para muchas cosas. La pregunta es: ¢se equivoca la naturale-
za dejando de producirla cuando mas falta nos hace, en la vejez?

Prof. Pérez Pérez

Quiero expresar mi més sincera felicitaciéon al Prof. Tresguerres
por dos motivos fundamentales: El tema elegido y el excelente de-
sarrollo del mismo.

Desde el punto de vista de la fisiologia comparada deseaba pre-
guntarle lo siguiente:

La hormona de crecimiento tiene accién sinérgica con las hor-
monas sexuales, es factor de maduracién y desarrollo de la esper-
matogénesis y al mismo tiempo determinante de la produccién de
testosterona en sus distintas fases.

En la hembra también actiia como factor de desarrollo y creci-
miento de los foliculos hasta su maduracién y posteriormente ac-
tda en el mismo sentido en el desarrollo de la mérula, blastocisto,
embrién y feto.

En consecuencia, la pérdida mediante declinacién progresiva de
esta hormona a medida que avanza la edad pone a término el pe-
rfodo sexual activo-eficaz.

Por lo que respecta a la melatonina-hormona de la oscuridad es
evidente su papel regulador en el ciclo sexual de todas las especies
que habitan en el ecosistema terrestre.

La referida hormona por su accién antioxidante preserva al in-
dividuo del envejecimiento precoz. En la especie humana se obser-
va que personas que viven en contacto con el medio ambiente (efec-
to de las radiaciones solares, ultravioletas y radicales libres),
envejecen antes en sus rasgos fisionémicos: arrugas, deterioro de la
piel, pigmentaciones anémalas, etc.

Ambas hormonas coinciden en la regulacién de la sexualidad,
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generando periodos de actividad sexual dutante los dias de luz de-
creciente y creciente (invierno y primavera).

No encuentro justificada la afirmacién, al menos en animales que
la castraciéon disminuya las defensas (inmunodeficiencia). El buey,
la cerda castrada (por cierto, muy frecuentes) no nos muestran in-
cremento de ninguna patologia comparativamente.

Lo que se observa es que las células NK (barredoras, asesinas,
etc.) disminuyen con la edad y en orden al mismo efecto que se
observa en el factor de crecimiento. Parece ser que las referidas
células responsables fundamentalmente de evitar la penetracién (fe-
cundacién) de gametos de especie heterdloga dejan de funcionar
cuando la actividad sexual se extingue (andropausia, menopausia).

Le reitero al Prof. Tresguerres mi felicitacién sincera.

Prof. Blazquez Fernandez

Enhorabuena por el magnifico estudio que nos ha presentado, asi
como la extraordinaria iconografia que le acompaiia. El papel de las
hormonas sobre el envejecimiento y el sistema inmune, asi como el
estudio de los agentes que modulan la proliferacién y la apoptosis
de las células nerviosas tienen un gran interés, especialmente en las
sociedades con mayores expectativas de vida, donde se manifiestan
un elevado ntiimero de casos con enfermedades neurodegenerativas.
Presumiblemente las células nerviosas descritas con capacidad pro-
liferativa deben ser células gliales, ya que neuronas con esta activi-
dad han sido descritas sélo en pequefio nimero en el hipocampo.
No obstante, las células gliales tienen multiples acciones sobre las
neuronas, entre ellas las nutritivas, por lo que cambios en sus acti-
vidades podrian indirectamente afectar las neuronas. Por otra par-
te, estas células no pueden proliferar, pero determinadas situacio-
nes o agentes pueden estimular su plasticidad, mediante el
incremento de sus terminaciones y conexiones con otras neuronas,
con lo que aumenta su actividad funcional. Este es el caso de los
estudios realizados por el Prof. Facundo Valverde en el Instituto
Cajal del CSIC, con animales de experimentacién sometidos al efecto
de la luz y de la obscuridad, y la demostracién de que esto modifi-
caba las arborizaciones y conexiones de las neuronas presentes en
la corteza occipital del cerebro. Por ello pienso que el anélisis de
la plasticidad neuronal en su estudio podria ser de interés. Dado el
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papel nocivo que los radicales libres juegan en el envejecimiento de
los tejidos, seria también interesante estudiar la contribucién de
estas substancias a los datos que nos ha presentado en animales
viejos. De nuevo muchas gracias por su excelente conferencia.

PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

El Prof. Tresguerres ha evocado con su explicacién muchas co-
sas. Alla en los afios 60, inicié yo estudios proliferativos después de
conocer el enorme trabajo que llegé al Nobel a uno de ellos, a
Goldstein y Brown, sobre la actividad proliferativa celular que él
intuitivamente enfrentaba esa capacidad de morir, de terminar las
células, que poco tiempo después se llamé apoptosis y fue aplicado
ese nombre que ya se conocia anteriormente. Entre capacidad pro-
liferativa de todos los tejidos, porque ensayaron a nivel de todos los
tejidos, como eran aquellos factores, hormona de crecimiento, etc.,
que intervenian en la capacidad proliferativa celular y cémo era la
apoptosis a nivel de todas esas estructuras. Los hallazgos han sido
importantisimos y sobre todo, una vez mas, recuerdo el trabajo ini-
cial de Goldstein y Brown que ha dado pie a muchos investigado-
res y todo vuestro grupo, que lleva incluso algunos afios, trabajan-
do sobre la capacidad proliferativa. Deben ustedes seguir, no hace
falta decirselo, que ya siguen con una gran actividad en este cam-
po fundamental de la biologia molecular y para la clinica médica y
quirargica. De esa capacidad proliferativa celular controlada, cabe
conseguir mejoras muy importantes en campos quirirgicos que los
cirujanos dominan.

Se levanta la sesion.



