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RESUMEN

Los efectos que la administracion de hormona de crecimiento humana recombi-
nante (rhCH) ejerce sobre el metabolismo hidroelectrolitico, calciofosférico y de los
principios inmediatos de nifios hipocrecidos con fallo renal crénico (FRC) son en su
mayor parte desconocidos. Se investigé el perfil bioquimico sérico de ratas con FRC,
inducido por exéresis en dos tiempos de los .5/6 de la masa renal, tratadas con rhGH.
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley agrupadas en: FRC (NX n = 29), FRC + tra-
tamiento con rhGH (NXGH, n = 12), funcién renal normal recibiendo alimentacion ad
libitum (SHAMAL, n = 17). La rhCH se administré por via intraperitoneal a dosis de 10
Ul’kg/dia durante un periodo de 13 dias después de la segunda intervencion quirdr-
gica. El FRC se constatd por concentraciones séricas (X+: EEM) de nitrégeno ureico y
creatinina en las ratas NX (62 + 7y 0,7 + 0,1 mg/d/) y NXGH (73 + 9y 0,8 + 0,1
mg/dl) superiores (p = 0,0001) a las de las ratas SHAMAL (20 +1y 0,5+ 0,0 mg/dl).
Los niveles séricos de sodio, potasio, cloro, calcio, fésforo y triglicéridos no difirieron
entre los grupos de animales. Con respecto a las ratas SHAMAL, los grupos NX y
NXGH tuvieron concentraciones mds altas de CO tota/, fosfatasas alcalinas y coles-
terol. Estas diferencias fueron independientes de a dieta ya que se mantuvieron al
comparar rafas NX y NXGH con otras con funcion renal normal que recibieron la
misma cantidad de alimento. Las ratas NXGH fueron mas hipercolesterolémicas
(139 +9 mg/dl, y su glucemia fue menor (155 + 8 mg/dl) que las ratas NX (120 + 4y
176 + 4 mg/dl, p = 0,02 y 0,01, respectivamente). Asi, el tratamiento con rhGH agra-
VO la hipercolesterolemia de las ratas urémicas. Este efecto indeseable debe vigilarse
estrechamente en el seguimiento de los nifios con FRC tratados con altas dosis de
rhGH.
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GH EN RATAS UREMICAS

SERUM BIOCHEMICAL PROFILE OF UREMIC RATS TREATED WITH
RECOMBINANT HUMAN GROWTH HORMONE

ABSTRACT

The effects of recombinant human growth hormone administration on water,
electrolyte, calcium-phosphate, carbohydrate, and lipid metabolisms of stunted chil-
dren with chronic renal failure (CRF) are mostly unknown. Serum biochemical profile
was investigated in Sprague-Dawley male rats with CRF, induced by 5/6 nephrectomy,
treated with rhGH. Five groups of animals were studied: CRF (NX n = 29), CRF + rhGH
treatment (NXGH, n = 12), sham-operated receiving food ad libitum (SHAMAL, n =
17), sham-operated pair-fed with NX (SPFNX, n =16) or NXGH (SPFNXGH, n = 8)
rats. IntraperYtoneal rhGH was given at 10 IU/k~day overa 13 day period following se-
cond stage nephrectomy. Serum urea nitrogen and creatinine concentrations (X
SEM) of NX (62X 8 and 0.7 £ 0.1 mg/d/) and NXGH (73 £ 9 and 0.8 £ 0.1 mg/dl) rats
were higher (p = 0.0001) than those of SHAMAL (20 £ 1 y 0.5 % 0.0 mg/dl). No diffe-
rente were found in serum concentrations of sodium, potassium, chloride, calcium,
phosphate, and triglycerides among the groups of animals. NX and NXGH rats had hig-
her serum concentrations of CO,, alkaline phosphatase, and cholesterol than SHAMAL.
These differences were diet independent because they persisted when NX and NXGH
rats were compared with their SPFNX and SPFNXGH pairs receiving identical amount
of food. NXGH rats were more hypercholesterolemic (139 £ 9 mg/dl) and their gly-
cemia was lower (155 £ 8 mg/dl) than NX rats (120 £ 4 and 176 = 4 mg/dl, p = 0.02
and 0.0 1, respectively). Thus, rhGH treatment aggravated hypercholesterolemia of ure-
mic rats. This undesirable effect should be carefully monitored in the follow-up of CRF

children treated with high doses of rhGH

Key words: Somatotropin. Renal Failure Chronic. Growth. Cholesterol.

Infroduccion

La actual disponibiidad de hormona de crecimiento
humana sintetizada por técnicas de dcido desoxirribo-
nucleico recombinante (rhGH) ha llevado al empleo
cada vez mds extendido de esta hormona en el trata-
miento de ninos con fallo renal crénico (FRC) y otras
nefropatias inductoras de hipocrecimiento. En los Ulti-
mos anos ha aparecido un numero reducido de publi-
caciones que parecen demostrar inequivocamente que,
al menos a corto plazo, la administracién de rhCH
acelera el crecimiento de animales ' y nifios, 7 con
FRC, siendo posiblemente la Unica terapéutica ensa-
yada hasta la fecha que no sélo detiene el progresivo
deterioro en el crecimiento de estos ninos sino que
ademdas induce una recuperacion de la talla.

Sin embargo, la hormona de crecimiento (GH) tiene
diversos efectos metabdlicos no directamente relacio-
nados con su accién promotora del crecimiento longi-
tudinal del hueso®. Algunos de estos efectos podrian ser
especialmente nocivos y acusados en ninos con FRC v,
sin embargo, los estudios publicados hasta la fecha
sobre la utilizacién de rthGH en el FRC se han centrado
primordialmente sobre la respuesta observada en el
crecimiento de los individuos fratados y han prestado
escasa atencién a las modificaciones inducidas por la
administraciéon de rhGH a dosis farmacolégicas en el

metabolismo de los principios inmediatos o en el equi-
librio hidroelectrolitico y calcio-fosférico.

En el presente estudio se analiza la repercusion del tra-
tamiento con rhCH sobre el perfil bioquimico de ratas
urémicas en comparacién con animales no tratados con
similar reduccioén de la funcién renal y con ratas sin
afectaciéon de la funcién renal con un estado nutritivo
normal o semejante al de los animales urémicos.

Material y métodos

Se estudiaron ratas macho Sprague-Dawley criadas
en el animalario de la Facultad de Medicina de Oviedo
y con peso en el momento de la primera intervencion
quirdrgica de 95 £ 5 g. Durante el periodo de estudio
las rétas se alojaron en jaulas individuales, con ciclo luz
oscuridad de 12 horas y temperatura ambiente cons-
tante de 22° C. Todas las ratas recibieron pienso estdn-
dar comercial con contenido proteico del 23,9 %. Se
clasificaron en cinco grupos: FRC (NX, n = 29),
FRC+tratamiento con rhGH (NXCH, n = 12), funcién
renal normal recibiendo alimentacién  ad libitum (SHA-
MAL, n = 17), funcién renal normal recibiendo la
misma canfidad de pienso que ratas NX (SPFNX, n = 16)
0 NXCH (SPFNXGH, n=8).

El fallo renal se indujo por nefrectomia de aproxi-
madamente los 5/6 de la masa renal segin métodos
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previamente publicados #- Basicamente, en un primer
tiempo quirdrgico se extirparon los dos tercios del rifidn
izquierdo tras su decapsulacion (dia 0) y una semana
mas tarde (dia 7) se extrajo el rifidn derecho. Los ani-
males de los grupos con funcién renal normal fueron
sometidos a cirugia «sham» decapsulandose ambos ri-
fiones, pero sin extirpacién de parénquina renal.

Las ratas NXGH recibieron trataminto con 10,0
Ul/kg/dia de rhGH (Saize®) administrada por via intra-
peritoneal en dos dosis diarias a las 9,00 y 17,00 horas
desde el dia 8 al 20 del estudio. Los animales del resto
de los grupos recibieron el mismo volumen de suero sa-
lino al 0,9 % en idéntica pauta de administracion.

El peso de las ratas y la cantidad de pienso que con-
sumieron se midieron diariamente desde los dias 7 al 21
con una balanza electrénica Ohaus® modelo Gt 2001
con programa de pesaje de animales. Las ratas de los
grupos SPFNX y SPFNXGH fueron emparejadas con
ratas NX y NXGH, respectivamente, de forma que cada
rata recibia cada dia la misma cantidad de alimento
que el ingerido el dia anterior por su pareja urémica. La
longitud de los animales desde el hocico al extremo
distal de la cola se midi6 bajo anestesia general apro-
vechando el momento de las intervenciones quirlrgicas
(dias 0 y 7) y el del sacrificio (dia 21), siempre por el
mismo investigador, desconocedor del grupo al que
pertenecian los animales. Con el fin de recoger orina,
parte de los animales de cada grupo (16 NX, 11 NXGH,
13 SHAMAL, 8 SPFNX y 7 SPFNXGH) se alojaron en
jaulas metabdlicas desde el dia 19 al 21. La ganancia de
peso de los animales durante el periodo de estudio se
calculé restando el peso en el momento de la segunda
nefrectomia (dia 7) del peso correspondiente al dia 19
para evitar el efecto del traslado de algunos animales a
jaulas metabolicas. La eficacia de la alimentacion inge-
rida se calculd dividiendo la ganancia de peso en gra-
mos entre los gramos de pienso consumido durante el
mismo periodo de tiempo, desde los dias 7 al 19.

El dia 21 las ratas se sacrificaron y se obtuvo sangre
para determinar las concentraciones séricas de nitroge-
no ureico (SUN), creatinina, calcio, fosforo, fosfatasas
alcalinas (FA), cloro, sodio, potasio, CO, total, coleste-
rol, triglicéridos y glucosa. En la orina recogida se cal-
culé el volumen minuto y se midieron las concentra-
ciones de nitrégeno ureico y creatinina. Con los datos
de sangre y orina se calcularon los aclaramientos
(ml/min/100 g de peso) de nitrégeno ureico y creatini-
na. Todas las determinaciones analiticas se llevaron a
cabo en un analizador Kodak Ektachem®.

Los resultados se expresan como mediaferror estan-
dar de la media (X* EEM). La comparacion de los
datos obtenidos se realizé entre los grupos NX, NXGH
y SHAMAL mediante ANOVA vy «t» de Student para
datos no pareados. Los datos de las ratas SPFNX y
SPFNXGH se compararon mediante «t» de Student pa-
reada con aquellos de las ratas pareja correspondiente
de los grupos NX y NXGH, respectivamente. Un valor
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de p igual o inferior a 0,05 se consider6 como indicati-
vo de significacion estadistica.

Resultados

Las ratas NX y NXGH tuvieron similar reduccion de
la funcién renal, como se deduce de las concentracio-
nes séricas y aclaramientos de SUN y creatinina, siendo
sus valores diferentes de los encontrados en ratas SHA-
MAL (fig. 1).

La ganancia en peso de las ratas NX y NXGH fue
36,4 £5,1y41,3+9,7 g significativamente menor
(p = 0,0001 y 0,0003, respectivamente) que la de los
animales SHAMAL (75,3 £ 3,1 g). El incremento en lon-
gitud de las ratas NX (4,5 £0,3 cm) y NXGH (5,2 £0,7
cm) fue también menor (p = 0,0001 y p = 0,012) que el
observado en el grupo SHAMAL (6,6 = 0,2 cm). Los ani-
males NX y NXCH consumieron una cantidad similar de
alimento (217,6 £8,4 y 207,6 £17,0 g), menor (p =
0,0005 y p = 0,003) que la ingerida por los animales
SHAMAL (266,0 +10,5 g), siendo la eficacia de la ali-
mentacion de los animales NX (0,162 + 0,021 g/g) y
NXGH (0,170 * 0,038 g/g) también inferior (p = 0,0002 y
p = 0,0036) a la de las ratas SHAMAL (0,277 £ 0,011
g/g). No existieron diferencias significativas en el creci-
miento en peso y longitud, consumo de pienso ni eficacia
de la alimentacion entre ambos grupos de ratas con FRC.

Las concentraciones séricas del resto de los parame-
tros analiticos estudiados se representan graficamente
en las figuras 2 y 3. Existieron diferencias en los valores
séricos de colesterol, glucosa, CO2 total, FA y calcio,
teniendo las ratas NXGH niveles mas elevados de coles-
terol (p = 0,0178) y mas bajos de glucosa (p = 0,0099)
que las ratas NX.

Las ratas SPFNX y SPFNXGH consumieron la misma
cantidad de pienso (216,2%* 10,2y 210,3 £9,59) que
sus parejas pertenecientes a los grupos NX y NXGH,
respectivamente, siendo significativamente menores sus
concentraciones séricas de SUN (17 £1vs 61 9
mg/dl, p = 0,0002, y 15 + 2 vs 66 + 7, p=0,0002) y cre-
atinina (0,5£0,0 vs 0,8 £ 0,1 mg/dl, p = 0,0005, y 0,4 +
0,0 vs 0,8 £ 0, mg/dl, p = 0,002), asi como mayores
los aclaramientos de SUN (0,64 £0,18 vs 0,16 £ 0,03
ml/min/100g, p=0,0211, y 0,83+0,13 vs 0,12 £ 0,04
ml/min/100 g, p = 0,0015) y creatinina (0,51+ 0,05 vs
0,27 £ 0,03 ml/min/100 g, p = 0,0037, y 0,53 = 0,06 vs
0,23 £ 0,03 ml/min/100 g, p = 0,006). Los hallazgos
concernientes al crecimiento en peso y longitud y a la
eficacia de la alimentacién de estos animales se por-
menorizan en la tabla I.

En la figura 4 se representan los datos de las ratas
SPFNX y SPFNXGH y de sus parejas urémicas que ingi-
rieron la misma cantidad de comida, de los valores del
resto de variables bioquimicas estudiadas en las que
se habian encontrado diferencias entre los grupos SHA-
MAL, NX y NXGH (colesterol, glucosa, CO2 total y FA).
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Fio. 1.—Concentraciones séricas (XtEEM) de nitrégeno ureico (SUN), y creatinina (SCr) y aclaramientos de nitrogeno ureico (CSUN!y creati-
nina (CCr) en ratas operadas «shams alimentadas «ad libitum» (SHAMAL), nefrectomizadas sin (NX) y con (NXGH) tratamiento con hormona

de crecimiento humana recombinante. NS: no significativo.

Ganancia (A) de peso y longitud y eficacia de la alimentacién en ratas con fallo renal crénico sin (NX)

Tabla 1.
y con (NXGH) tratamiento con hormona de crecimiento humana recombinante y sus parejas «sham»
que ingirieron la misma cantidad de pienso (SPFNX y SPFNXGH, respectivamente). Los datos se dan
como X+EEM. Sdlo existieron diferencias significativas para A longitud entre NX y SPFNX (p=0,05).

SPFNX NX SPFNXCH NXGH

A PESO (G) oo 33,2 88 36,8+ 7,3 37,2 £ 123 442 + 118

A longitud (cm) 49 + 0,4 45 %05 4,9 +07 52408

Eficacia alimento (g/g) .........cccocoverernenne 0,138 = 0,044 0,153 + 0,032 0,153 + 0,053 0,189 + 0,048
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Fig. 2.-Concentraciones séricas (Xt EEM) de sodio (SNa), potasio (SK), cloro (SC/) y CO2(SCO,) en ratas operadas «sham» alimentadas «ad li-
bitum» (SHAMAL), nefrectomizadas sin (NX) y con (NXGH) tratamiento con hormona de crecimiento humana recombinante. NS: no signifi-

cativo.

Discusion

Como se observa en la figura 1, la nefrectomia sub-
total practicada en las ratas NX y NXGH indujo una re-
duccion significativa de la funcion renal con cifras de
aclaramiento de creatinina que oscilaron entre un 30-50
% del observado en el grupo SHAMAL. El rapido creci-
miento del organismo de las ratas en esta fase de su de-
sarrollo se acompafia de una gran hipertrofia compen-
sadora del parénquina renal residual, lo que explica
que el FRC no fuera mas acusado. Sin embargo, la ure-
mia alcanzada con valores de SUN tres veces superiores
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al normal fue suficiente para interferir con el apetito y
normal crecimiento de los animales. Aunque las ratas
tratadas con rhGH tendieron a ganar mas peso y longi-
tud que las ratas NX, la mejoria del crecimiento no fue
estadisticamente significativa. Este hecho podria estar re-
lacionado con el moderado grado de insuficiencia renal
obtenido, ya que, como observaron Santos y cols. 4, el
efecto beneficioso de la rhGH sobre el crecimiento pa-
rece ser especialmente relevante en ratas con FRC avan-
zado. El patrén de crecimiento de las ratas estudiadas se
anal iza detal ladamente en otra publicacion °.

Las ratas NX y NXGH tuvieron valores similares de
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Fig. 3.—Concentraciones séricas (Xz EEM) de calcio (SCa), fosfatos (SP), fosfatasas alcalinas (SFA), glucosa r'Slt'_,? h'_;,, :'{JIE&'rerfu' (SCol) v triglicéridos
(STG) en ratas operadas «sham» alimentadas «ad libitumy (SHAMALJ, nefrectormizadas sin (INX] v con INXGH! tratamiento con hormona de

crecimiento humana recombinante. NS: no significativo.

aclaramiento de creatinina y nitrégeno ureico, lo que
sugiere que, en el presente estudio, la administracion de
rhGH no indujo un aumento de la filtracion glomerular.
Este dato es coincidente con estudios clinicos ¢ en los
que no se han encontrado modificaciones en la pro-
gresion del deterioro de la filtracion glomerular de
nifios con FRC tratados con rhGH. No obstante, la esti-
macion de la filtracion glomerular por el aclaramiento
de creatinina enddégena no es posiblemente lo sufi-
cientemente sensible para detectar la hiperfiltracion
glomerular inducida por la GH ' y mediada por elin-
sulin-like growth factor | (IGF-1)'"'2, Asi pues, se preci-
san mas estudios que delimiten si el tratamiento con
rhGH en individuos urémicos provoca un estado man-
tenido de hiperfiltracion glomerular que acelere la apa-
ricion de glomeruloesclerosis y la progresion hacia el
fracaso renal terminal.

El tdbulo proximal es un 6érgano diana para la accion
de la GH. La GH estimula la gluconeogénesis en las cé-
lulas tubulares proximales, habiéndose detectado, en ri-
fiones de perro, receptores para CH e IGF-l en la mem-
brana basolateral de estas células'®'. Asi pues, la GH
es una hormona estimulante de los mecanismos de

transporte activo en la nefrona proximal. En el caso de
los individuos con FRC tratados con rhGH, es de parti-
cular interés la accion sobre la retencidon de sodio y
agua® y sobre la reabsorcion de fosfatos '5, ya que estos
efectos podrian inducir o agravar la hipertension y el hi-
perparatiroidismo secundario. En las ratas NXGH las
concentraciones séricas de sodio no fueron diferentes
de las encontradas en los animales NX y SHAMAL (fig.
2) y el contenido tisular de agua y la presion arterial

tampoco sufrieron modificaciones (datos no mostra-
dos). Asimismo, los niveles circulantes de fosfato y cal-
cio fueron similares en los tres grupos de ratas (fig. 3).
Aunque no disponemos de las concentraciones de pa-
ratohormona sérica, las ratas NX y NXGH tuvieron ci-
fras elevadas de FA y un aumento de los valores de

CO: total que podria estar relacionado con el aumento
de la reabsorcion proximal de bicarbonato inducido

por estados cronicos de hiperparatirodismo®.

Como se muestra en las figuras 3 y 4, las ratas trata-
das con rhGH tuvieron concentraciones elevadas de
colesterol sérico y su glucemia fue inferior a los otros
grupos. Estas diferencias no pueden atribuirse a la
dieta, ya que se mantuvieron al comparar las ratas
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Fig. 4—Concentraciones séricas (XX EEM) de glucosa (SGlu), fosfatasas alcalinas (SFA), colesterol (SCol) v CO;, (85CO,) en ratas nefrectomiza-
das sin (NX) y con (NXGH) tratamiento con hormona de crecimiento humana recombinante en comparacion con fas ratas «<sham» recibiendo
la misma cantidad de alimentacicn que las ratas NX (SPFNX) y NXGH (SPFNXGH). NS: no significativo.

NXGH con sus parejas SPFNXGH, con funcién renal insulinicos y estimular la captaciéon intracelular de glu-
normal y la misma ingesta de alimentacion, y tampoco cosa'®. Por otra parte, publicaciones previas ''° sobre
son exclusivamente debidas al FRC, ya que también la utilizacion de rhCH en ratas urémicas han encontra-
existieron entre los grupos NXGH y NX. Por lo tanto, do también una tendencia de la administracion de dosis
estos efectos parecen estar causados por la administra-  farmacolégicas de rhCH a provocar hipoglucemia.
cion de la hormona y posiblemente guardan estrecha El efecto hipercolesterolemiante puede tener mas
relacion con la dosis empleada. La GH ejerce acciones trascendencia desde el punto de vista clinico, ya que
similares y antagénicas a la insulina'” sobre el meta- hasta un 20 % de los nifios con FRC avanzado son hi-
bolismo de los principios inmediatos. En condiciones percolesterolémicos 2° y este porcentaje es ain mayor
fisiolégicas, su efecto final es hiperglucemiante; sin  en adultos?'. La GH juega un papel relevante en la re-
embargo, se ha demostrado que dosis altas de IGF-l son  gulacidon de los niveles séricos de lipoproteinas yen su
hipoglucemiantes al ocupar el péptido los receptores sintesis hepatica 22 y es bien conocido que ejerce una
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accion lipolitica no mediada por IGF-, ya que los adi-
pocitos no tienen receptores para este péptido?®. No se
ha observado hipercolesterolemia en nifios con FRC®y
pacientes ancianos 24 tratados con rhGH y no existen
apenas datos sobre los niveles de colesterol en ratas
urémicas tratadas con GH. En nuestra experiencia, las
ratas nefrectomizadas tratadas con rhGH tienden con-
sistentemente a tener concentraciones séricas de co-
lesterol mas elevadas que las no tratadas, aunque la
diferencia no siempre alcanza significancia estadisti-
ca'®. Sin embargo, la hipercolesterolemia es un hallaz-
go caracteristico de individuos con concentraciones
muy elevadas de GH, tales como ratas portadoras de

tumor secretante de GH 25 ratones GH transgénicos 26 y

humanos acromegalicos 27 En base a lo anteriormente
expuesto puede deducirse que el efecto hipercoleste-
rolemiante de la GH parece dosis-dependiente y pre-

sentarse solo en presencia de altas concentraciones cir-
culantes de la hormona. Es preciso destacar que los

nifios con FRC tienen niveles circulantes normales de

GH y que en estos enfermos el tratamiento con rhGH

implica la administracion de dosis farmacolégicas de

rhGH durante largos periodos de tiempo y en ocasiones

a dosis progresivamente crecientes, a medida que la ac-

cion beneficiosa sobre el crecimiento se atenuda con el

tiempo. Asi pues, el tratamiento con rhGH entrafia en

estos pacientes un alto riesgo de aparicion o agrava-
miento de su hipercolesterolemia que es preciso vigilar
cuidadosamente.
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