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DESCRIPCION

Déficit de receptores de la hormona del crecimiento como causa de una reduccion significativa de la sefalizacion
pro-envejecimiento, del cancer y de la diabetes

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a métodos para reducir los efectos nocivos del envejecimiento, el dafo oxidativo y
la quimioterapia en un sujeto y prevenir y/o aliviar un sintoma de enfermedades relacionadas con la edad.

2. Antecedentes de la técnica

CHANGHAN LEE ET AL Cancer Research, vol. 70, N.° 4,15 de febrero de 2010 (2010-02-15), paginas 1564-1572,
demuestran el uso de un anticuerpo dirigido contra un receptor de IGF-1 en quimioterapia en un sujeto. También
mide el nivel de IGF-1 en el sujeto después de la inyeccién del anticuerpo y ciclofosfamida (la ciclofosfamida se usa
para tratar canceres y trastornos autoinmunitarios). La reduccién de la actividad de la hormona del crecimiento (GH)
y de la sefalizacion del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) o de sus ortlogos en organismos inferiores, y la
activacion de los factores de la transcripcion de resistencia al estrés y enzimas antioxidantes contribuyen a prolongar
la vida util y la proteccion contra dafios o enfermedades dependientes de la edad (7-15). Las vias que normalmente
regulan el crecimiento y el metabolismo también promueven el envejecimiento y la inestabilidad gendmica, una
correspondencia que se conserva en eucariotas y mamiferos simples (7, 16-18). En levaduras, las mutaciones que
prolongan el periodo de vida en genes tales como SCH9, el homdlogo del S6K de mamiferos, protegen contra la
inestabilidad genémica dependiente de la edad (719, 20). De forma similar, las mutaciones en la via de sefalizacion
de la insulina/IGF-1 aumentan el periodo de vida y reducen el crecimiento celular anormal en los gusanos y los
ratones deficientes en GH e IGF-1 no solo tienen una vida larga, sino que también presentan un retraso en la
ocurrencia de mutaciones y enfermedad neoplésica dependientes de la edad (5, 6, 27-25). Entre las mutaciones mas
frecuentemente detectadas en los canceres humanos estan las que activan las dos principales proteinas de
sefializacion de fases posteriores del receptor IGF-1: Ras y Akt, y las del propio receptor IGF-1 (26, 27). Esto
concuerda con un papel potencial de la via de sefalizacion del IGF-1 en la promocion de mutaciones dependientes
de la edad que conducen a la tumorigénesis y a proto-oncogenes mutados que exacerban la generacion de
mutaciones (28). Se ha propuesto que las funciones promotoras del crecimiento y anti-apoptéticas de la via del IGF-
1 son las que subyacen a su supuesto papel en el desarrollo y progresién del cancer (29). Sin embargo, esta
relacion no esta respaldada por estudios poblacionales en humanos, lo que sugiere solo una modesta asociacion
entre altas concentraciones de IGF-1 y un mayor riesgo de ciertos canceres (29, 30). La GH también puede
promover la resistencia a la insulina. Por ejemplo, la resistencia a la insulina dependiente de la edad se reduce en
ratones deficientes en GH (37-34) y la terapia de sustitucion de GH puede exacerbar la resistencia a la insulina en
individuos deficientes en GH (35, 36), aparentemente porque causa un cambio del metabolismo de la glucosa a la
lipolisis (37).

Aunque se conoce la ventaja de inducir bajos niveles de GH y/o IGF-1 en un sujeto en el tratamiento de varias
dolencias tales como la acromegalia, la extension de los beneficios de modificar los niveles de GH y/o IGF-1 en un
sujeto requiere un desarrollo méas detallado. Por consiguiente, existe la necesidad de métodos adicionales para
aliviar los sintomas de la enfermedad utilizando la modificacion de la GH y del IGF-1

SUMARIO DE LA INVENCION

Frente a este antecedente de la técnica anterior, la presente divulgacion describe en al menos una realizaciéon un
método para inhibir el desarrollo de un sintoma de envejecimiento en un sujeto. El método comprende identificar un
sujeto que no sufre acromegalia de menos de 70 afios de edad con niveles de IGF-1 en el cuartil mas alto de una
poblacion y a continuacion administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje
GH/IGF-1 al sujeto de modo que los niveles de IGF-1 se reduzcan al nivel medio para esa poblacion. Generalmente,
se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto.

La presente invencion proporciona una composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 para uso en un método para reducir
los efectos secundarios de quimioterapia en un sujeto como se establece en las reivindicaciones. EI método
comprende identificar un sujeto sometido a quimioterapia y a continuacién administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto. Generalmente, se controlaran los
sintomas relacionados con la quimioterapia y los niveles de IGF-1 en el sujeto.

La presente divulgacion describe un método para aliviar un sintoma de dafio oxidativo en un sujeto. El método
comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la mitad superior de los niveles normales de IGF-1 en
cuanto a edad y sexo en comparacion con la poblacion general (excluyendo a los sujetos diagnosticados con
acromegalia) y a continuacidon administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora del
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eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin de que los niveles disminuyan por debajo del nivel medio. Generalmente, se
controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto.

En otra realizacion, la presente divulgacion describe un método para inhibir el desarrollo de un sintoma de
envejecimiento. El método comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la mitad superior de los niveles
normales de IGF-1 en cuanto a edad y sexo en comparacion con la poblacion general (por ejemplo, excluyendo a los
sujetos diagnosticados con acromegalia) y a continuacién administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin de que los niveles disminuyan por debajo del nivel
medio. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto.

En otra realizacion, la presente divulgacion describe un método para inhibir el desarrollo de un sintoma de cancer o
el riesgo de desarrollar cancer en un sujeto. EI método comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la
mitad superior de los niveles normales de IGF-1 en cuanto a edad y sexo en comparacion con el promedio de la
poblacion general (por ejemplo, excluyendo a los sujetos diagnosticados con acromegalia) y a continuacion
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin
de que los niveles disminuyan por debajo del nivel medio. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e
insulina en el sujeto.

En otra realizacion, la presente divulgacion describe un método para inhibir el desarrollo de un sintoma de diabetes
en un sujeto. El método comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la mitad superior de los niveles
normales de IGF-1 en cuanto a edad y sexo en comparacion con el promedio de la poblacion general (por ejemplo,
excluyendo a los sujetos diagnosticados con acromegalia) y a continuacién administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin de que los niveles
disminuyan por debajo del nivel medio. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto.

En otra realizacion mas, la presente divulgacion describe un método para reducir el dafo oxidativo en diversas
células eucariotas. EI método comprende identificar una célula eucariota predispuesta al dafio oxidativo y administrar
después una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto.

Algunas de las ventajas de varias realizaciones de la invencidon en seres humanos se ensayaron haciendo un
seguimiento durante 22 afos de 99 sujetos ecuatorianos con mutaciones en el gen del receptor de la hormona del
crecimiento que conduce a GHRD (déficit de receptores de la hormona del crecimiento) y a un déficit significativo de
IGF-1. Esta informacién se combiné con encuestas para identificar la causa y la edad de muerte de los sujetos con
GHRD que murieron antes de este periodo. Sorprendentemente, entre los individuos con GHRD solo hubo un caso
de malignidad no letal y ningin caso de diabetes, frente a la incidencia esperada de estas enfermedades en sus
parientes de edad coincidente. Como se expone a continuacion, una posible explicacién de la bajisima incidencia de
cancer proviene de estudios in vitro que revelaron un efecto del suero de sujetos con GHRD tanto en la reduccion de
las roturas de ADN como en el aumento de la apoptosis de las células epiteliales mamarias humanas primarias
(HMEC) expuestas a perédxido de hidrégeno. Se observa una reduccion de las concentraciones de insulina (1,4
pU/ml frente a 4,4 yU/ml) y un indice muy bajo en el modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia a la
insulina (HOMA-IR) (0,33 frente a 0,95) en individuos con GHRD, lo que indica una mayor sensibilidad a la insulina,
lo que podria explicar la ausencia de diabetes en estos sujetos. La incubacién de HMEC (células epiteliales
mamarias) con suero de GHRD también provocé una reduccion de la expresiéon de Ras, PKA 'y TOR y la regulacion
positiva de SOD2, cambios implicados en la proteccion celular y la extension del periodo de vida en organismos
modelo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 proporciona datos de la cohorte de GHRD ecuatoriana utilizada en parte del estudio que se expone
a continuacion: (A) Distribucién por edades de 90 sujetos ecuatorianos con GHRD y la poblacién general
ecuatoriana. (B) Genotipos de la cohorte ecuatoriana con GHRD. Todos los sujetos con GHRD fueron
identificados en base a la baja estatura y niveles muy bajos de IGF-1. Un individuo con el fenotipo GHRD es
heterocigoético para la mutacion E180. El término “indeterminado” se refiere a sujetos cuyos genotipos no han
sido confirmados. (C) Supervivencia de la cohorte GHRD. (D, E) Causa de la muerte (D) y porcentaje de
canceres por grupo de edad (E) en sujetos de control y con GHRD. (F) Porcentaje de cancer y diabetes tipo Il en
sujetos control y con GHRD. Los datos se muestran como un porcentaje de todas las enfermedades
diagnosticadas/descritas. *, 1 caso de cancer y #, no se ha registrado ningun caso de diabetes. (G) Prevalencia
de obesidad y prevalencia de diabetes tipo Il en Ecuador y en la cohorte GHRD. #, no se ha registrado ningun
caso de diabetes. La prevalencia de la obesidad en Ecuador se basa en los informes de la OMS (48), mientras
que para los sujetos con GHRD se calcul6 sobre la base de IMC> 30 kg/m?. La prevalencia de la diabetes tipo Il
en Ecuador se obtuvo del estudio de Shaw S.E. et al (49). (H, |) Niveles séricos de insulina en ayunas (H) y el
indice del modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) (1) en parientes y sujetos
con GHRD. Los datos representan la media + EEM para 13 muestras de control y 16 de GHRD, * p <0,05.

La FIGURA 2 proporciona datos que muestran que la sefializacion reducida de IGF-1 protege contra el dafio del
ADN Yy favorece la apoptosis de células dafiadas: (A) Micrografias representativas del dafio del ADN en células
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epiteliales tratadas con H20:2 durante 1 hora o 24 horas. (B, C) Momento de la cola Olive para medir roturas de
ADN en células epiteliales tratadas con H202 durante 1 hora (B) o 24 horas (C). Los datos representan la media £
EEM. Se analizaron al menos 6 muestras de suero por grupo y se analizaron 100 - 200 células por muestra. (D)
Actividad LDH en células epiteliales incubadas con suero de control o suero GHRD vy tratadas con H202 durante
24 horas. Los datos representan la media + EEM. Se ensayaron 6 muestras de suero por grupo por triplicado. (E)
Activacion de caspasas en células epiteliales incubadas con suero control o suero GHRD vy tratadas con H20:2
durante 6 horas. Los datos se calculan como porcentaje del control no tratado y representan la mediat EEM. Se
ensayaron 6 muestras de suero por grupo. (F) Momento de la cola Olive para medir el dafio basal del ADN en
fibroblastos embrionarios de raton (MEF) R+ (sobreexpresion de IGF-1R) o R-(déficit de IGF-1R). Los datos
representan la media £ EEM. (G) Transferencia Western representativa que muestra el estado de fosforilacion de
Akt (Ser 473) y FoxO1 (Ser 256) en células R+ y R-. (H) Actividad de FoxO en células R+ y R- transfectadas con
un plasmido indicador de luciferasa. () Lista de genes diana de FoxO significativamente regulados positiva en
células epiteliales humanas incubadas en suero GHRD frente al suero de control, *p <0,05, **p <0,01, ***
p<0,0001.

La FIGURA 3 proporciona datos que muestran los efectos protectores de la sefalizacion reducida pro-
crecimiento en levaduras y mamiferos: (A) confirmaciéon por RT-PCR de la regulaciéon positiva de SOD2 y
regulacién negativa de N-Ras, PKA y TOR en células epiteliales humanas incubadas en suero GHRD. (B)
Supervivencia cronolégica de levaduras de tipo silvestre (WT, Wild-Type) y triple mutante ras2A, sch94, tor1A.
(C) Frecuencia de mutacion en el tiempo en el gen CAN71 (medido como mutantes Can" /108 células). (D)
Supervivencia cronologica de levaduras WT vy triple mutante ras2A, sch94, tor1A en respuesta a estrés oxidativo
inducido por H202. (E) Frecuencia de mutacion en el tiempo en el gen CAN7 (medido como mutante Can’/10°
células) en respuesta a estrés oxidativo inducido por H202. Los datos representan la media + EEM, n = 5. * p
<0,05, **p<0,01 en comparacion con las células no tratadas WT. (F) Representacion esquematica de vias de
sefializacion del factor de crecimiento conservadas en mamiferos y levaduras;

Las FIGURAS 4A-E proporcionan un cuestionario utilizado para la recogida de datos de entrevistas. Al menos 2
miembros de la familia debian estar presentes en el momento de la entrevista. Solo se incluyeron en el estudio
las causas de muerte confirmada por al menos 2 parientes. El genotipo de los sujetos con GHRD fallecidos se
infirid basandose en el fenotipo clinico y la informacioén de la genealogia proporcionada por los parientes;

La FIGURA 5 proporciona la secuencia de nucleétidos y aminoacidos (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2) de la
sustitucion de la base E180 A por G que da como resultado un sitio de corte y empalme alternativo en el gen
GHR para la cohorte GHRD ecuatoriana;

La FIGURA 6 proporciona mediciones de IGF en suero. Los niveles de IGF-1 e IGF-2 se midieron en suero de 13
parientes y 16 sujetos con GHRD por ELISA. ***p<0,0007,

La FIGURA 7 proporciona porcentajes de diferentes muertes relacionadas con cancer en parientes no afectados
de sujetos con GHRD;

La FIGURA 8 proporciona niveles de glucosa en suero en ayunas en sujetos de control y con GHRD;

La FIGURA 9 proporciona actividad LDH en fibroblastos embrionarios de raton incubados en suero de control o
GHRD vy tratados con H202. **p<0,001, ***p<0,0001,

La Figura 10 proporciona una tabla que muestra una lista de genes con diferencias significativas en la expresion
entre células epiteliales incubadas en suero control o GHRD;

La FIGURA 11 muestra el agrupamiento funcional de genes con diferencias significativas en la expresion entre
células epiteliales incubadas en suero control o GHRD;

La FIGURA 12 proporciona una tabla que muestra genes en los cuatro grupos funcionales superiores con
diferencias significativas en la expresién identificadas mediante analisis de microchips de ADN;

La FIGURA 13A proporciona un grafico del peso corporal de ratones inmunizados con hormona del crecimiento
humano (huGH) (20 machos y 20 hembras) frente al tiempo. El menor peso corporal en estos ratones indica que
los ratones han generado anticuerpos inhibidores contra la GH humana;

La FIGURA 13B proporciona una imagen que muestra la actividad anti-huGH en el suero de ratones inmunizados
usados para transferir la GH humano inmovilizada (transferencia de ranura); 34 de 40 ratones inmunizados con
huGH mostraron una actividad fuerte;

La FIGURA 14A proporciona graficos del peso corporal de ratones con inmunizacion a corto plazo (STI) con la
GH humano (puntas de flecha medio rellenas) después del tratamiento con ciclofosfamida (ciclofosfamida (CP)
i.p., 300 mg/kg, indicada por la punta de flecha rellena) (simulado significa tratados con tampoén y no con
quimioterapia);

La FIGURA 14B proporciona un histograma del hemograma completo (CBC) 7 dias después del tratamiento con
CP (los datos se presentan como porcentaje del valor previo a la quimioterapia);

La FIGURA 15 muestra la eficacia del antagonista del receptor de la hormona del crecimiento. Los fibroblastos
de células L de raton que expresan GHR se suspendieron en suero durante 24 horas, después se trataron con
hormona del crecimiento (GH) 5 mM durante 5 minutos con o sin un pretratamiento con antagonista de la
hormona del crecimiento (GHA) 50 nM durante 30 min. La sefial de phospho stat5 refleja la actividad del receptor
de la hormona del crecimiento;

La FIGURA 16 proporciona un grafico de un experimento en el cual las células madre humanas de fluido
amniotico fueron pretratadas con un anticuerpo inhibidor que bloquea el receptor de IGF-1 antes del tratamiento
con diferentes dosis del farmaco de quimioterapia ciclofosfamida en las dosis indicadas; y
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La FIGURA 17 proporciona un grafico de la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) de 24 horas del
tratamiento de células gliales primarias con el inhibidor de IGF-1 IGFBP1 y IGFBP1 las protege contra el dafio
oxidativo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Se hara ahora referencia en detalle a composiciones, realizaciones y métodos actualmente preferidos de la presente
invencién, que constituyen los mejores modos de poner en practica la invencion actualmente conocida por los
inventores. Las cifras no son necesariamente a escala. Sin embargo, debe entenderse que las realizaciones
divulgadas son ilustrativas de la invencién y que pueden realizarse en diversas formas alternativas. Por lo tanto, los
detalles especificos divulgados en la presente memoria descriptiva no deben interpretarse como limitativos, sino
meramente como una base representativa de cualquier aspecto de la invencion y/o como una base representativa
para ensefar a un experto en la técnica a emplear diversamente la presente invencion.

Excepto en los ejemplos, o cuando se indique expresamente de otro modo, todas las cantidades numéricas en esta
memoria descriptiva que indican cantidades de material o condiciones de reaccién y/o uso deben entenderse como
modificadas por la palabra “aproximadamente” al describir el alcance mas amplio de la invencion. Se prefiere
generalmente la practica dentro de los limites numéricos establecidos. La descripcidon de un grupo o clase de
materiales como adecuado o preferido para un propésito dado en relaciéon con la invencién implica que las mezclas
de cualquiera de dos o méas de los miembros del grupo o clase son igualmente adecuadas o preferidas; la
descripcién de los constituyentes en términos quimicos se refiere a los constituyentes en el momento de la adicién a
cualquier combinacion especificada en la descripcion y no excluye necesariamente las interacciones quimicas entre
los constituyentes de una mezcla una vez mezclada; la primera definicion de un acrénimo u otra abreviatura se
aplica a todos los usos posteriores en la presente memoria de la misma abreviatura y se aplica mutatis mutandis a
las variaciones gramaticales normales de la abreviatura definida inicialmente; y, a menos que se indique
expresamente lo contrario, la medicion de una propiedad se determina por la misma técnica a la que se hace
referencia anteriormente o posteriormente para la misma propiedad.

También se debe entender que esta invencidn no esta limitada a las realizaciones y métodos especificos descritos a
continuacién, ya que los componentes y/o condiciones especificos pueden, por supuesto, variar. Ademas, la
terminologia utilizada en la presente memoria se utiliza solo con el propdsito de describir realizaciones particulares
de la presente invencion y no pretende ser limitativa de ninguna manera.

También debe sefalarse que, tal como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, la forma
singular “un” y “una”, “el” y “la” comprenden los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Por ejemplo, se pretende que la referencia a un componente en singular comprenda una pluralidad de
componentes.

El término “sujeto” se refiere a un ser humano o animal, incluyendo todos los mamiferos tales como primates
(particularmente primates superiores), ovejas, perros, roedores (por ejemplo, ratén o rata), cobaya, cabra, cerdo,
gato, conejo y vaca. Un sujeto se refiere a veces aqui como un “paciente.”

El término “cancer” se refiere a una enfermedad o trastorno caracterizado por la division incontrolada de células y la
capacidad de estas células para propagarse, ya sea por crecimiento directo en tejido adyacente a través de invasion,
o por implantacion en sitios distantes por metastasis. Ejemplos de canceres incluyen, pero no se limitan a, cancer
primario, cancer metastasico, carcinoma, linfoma, leucemia, sarcoma, mesotelioma, glioma, germinoma,
coriocarcinoma, cancer de préstata, cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer gastrointestinal,
cancer de vejiga, cancer pancreatico, cancer endometrial, cancer de ovarios, melanoma, cancer cerebral, cancer
testicular, cancer de rifidn, cancer de piel, cancer tiroideo, cancer de cabeza y cuello, cancer de higado, cancer de
eso6fago, cancer de estdmago, cancer de intestino, cancer de colon, cancer de recto, mieloma, neuroblastoma,
feocromocitoma y retinoblastoma.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” significa una dosificacién suficiente para reducir el nivel de IGF-1 en
el sujeto. Dichas dosificaciones se pueden administrar por cualquier ruta conveniente, incluyendo, pero sin limitarse
a, oral, parenteral, transdérmica, sublingual o intrarrectal.

La expresién “eje GH/IGF-1” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere al sistema endocrino que regula la
secrecién de GH y lo niveles circulantes de IGF-1. La hormona del crecimiento (GH) es secretada por células
somatotroficas en el I6bulo anterior de la hipéfisis. En los nicleos neurosecretores del hipotalamo, la hormona del
crecimiento estimula el higado y otros tejidos periféricos para secretar el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1).
Los péptidos liberados por los nucleos neurosecretores del hipotalamo controlan la secrecion de la hormona del
crecimiento. Solicitud de patente de los Estados Unidos N.° 20040121407 proporciona una descripcion del eje
GH/IGF-1.
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La expresion “estrés oxidativo” se refiere a un estado biolégico en el que hay una sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno de tal manera que un sistema bioldgico es incapaz de desintoxicar eficazmente los productos
intermedios reactivos o reparar el dafo resultante.

La expresion “dafio oxidativo” se refiere al dafio en un tejido o compuestos bioldgicos (es decir, ADN) causado por
estrés oxidativo.

El término “poblaciéon” se refiere a un grupo de sujetos de los cuales se toman muestras para la medicién estadistica.
Por ejemplo, una poblacién puede ser un grupo de sujetos que se caracteriza por estar dentro de un intervalo de
edad predeterminado, un grupo de todos los hombres, un grupo de todas las mujeres, el grupo de todas las
personas de los Estados Unidos y similares.

En una realizacién de la presente divulgacion se proporciona un método

para inhibir el desarrollo de un sintoma de envejecimiento (por ejemplo, un sintoma de una enfermedad relacionada
con la edad). El método comprende identificar un sujeto que no sufre acromegalia de menos de 70 afios de edad
con unos niveles de IGF-1 en el cuartil superior de una poblacién y después administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto de modo que los niveles de IGF-1
se reduzcan hasta el nivel medio para esa poblacién. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina
en el sujeto.

La presente invencion proporciona una composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 para su uso en un método para
aliviar un sintoma de quimioterapia en un sujeto que tiene cancer segun se establece en las reivindicaciones. Se
sabe que la quimioterapia causa varios efectos secundarios nocivos, algunos de los cuales son causados por el
dafo oxidativo. Ejemplos de efectos secundarios incluyen pérdida de peso, pérdida de cabello, trastornos
gastrointestinales, alteracion de los parametros quimicos y de la composicidon de la sangre, inmunosupresion y
similares. El método de esta realizacion comprende identificar un sujeto sometido a quimioterapia y a continuacion
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto.
Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto, asi como los sintomas relacionados con la
quimioterapia.

En otra realizacion de la presente divulgacion se proporciona un método

para reducir el dafio oxidativo en un sujeto. EIl método comprende identificar un sujeto predispuesto a dafo oxidativo.
Mas concretamente, se identifica un sujeto con un nivel de IGF-1 en la mitad superior de los niveles normales de
IGF-1 en cuanto a edad y sexo en comparaciéon con la media de la poblacién general (excluyendo a los sujetos
diagnosticados con acromegalia) y a continuacién administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 con el fin de que los niveles disminuyan por debajo del nivel medio.
Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto, asi como los sintomas relacionados con el
dafo oxidativo.

Se sabe que el dafio oxidativo ocurre en diversas situaciones bioldgicas en las que la presente realizacion es util.
Por ejemplo, este dafio ocurre en sujetos sometidos a quimioterapia, en sujetos predispuestos o que presentan
sintomas de diabetes, en sujetos predispuestos o que presentan sintomas de ictus y en sujetos predispuestos al
cancer.

En otra realizacién de la presente divulgacion, se proporciona un método para inhibir un sintoma de envejecimiento
y/o el inicio de enfermedades relacionadas con la edad (incluyendo enfermedad de Alzheimer e ictus). El método
comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la mitad superior de los niveles normales de IGF-1 en
cuanto a edad y sexo en comparacion con la media de la poblaciéon general (por ejemplo, excluyendo a los sujetos
diagnosticados con acromegalia) y a continuacion administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin de que los niveles disminuyan por debajo del nivel
medio. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e insulina en el sujeto.

En otra realizacion de la presente divulgacién, se proporciona un método para inhibir el desarrollo de un sintoma de
cancer o el riesgo de cancer en un sujeto. El método comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la
mitad superior de los niveles normales de IGF-1 en cuanto a edad y sexo en comparacion con la media de la
poblacion general (por ejemplo, excluyendo a los sujetos diagnosticados con acromegalia) y a continuacion
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin
de que los niveles disminuyan por debajo del nivel medio. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e
insulina en el sujeto.

En otra realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un método para inhibir el desarrollo de un sintoma de
diabetes o el riesgo de diabetes en un sujeto. El método comprende identificar un sujeto con un nivel de IGF-1 en la
mitad superior de los niveles normales de IGF-1 en cuanto a edad y sexo en comparacion con la media de la
poblacion general (por ejemplo, excluyendo a los sujetos diagnosticados con acromegalia) y a continuacion
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 al sujeto con el fin
de que los niveles disminuyan por debajo del nivel medio. Generalmente, se controlaran los niveles de IGF-1 e
insulina en el sujeto.
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En otra realizacion mas de la presente divulgacion, se proporciona un método para reducir el dafio oxidativo en
diversas células eucariotas. El método comprende identificar una célula eucariota predispuesta a dafio oxidativo y
administrar a continuacion una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 al
sujeto.

En varias de las realizaciones expuestas anteriormente, los niveles de IGF-1 y/o GH se miden para controlar y
ajustar la dosificacion para el sujeto. Los niveles de IGF-1 y GH se miden por cualquiera de una serie de métodos
conocidos en la técnica. Los ejemplos usados para medir el nivel de IGH-1 en un sujeto incluyen, pero no se limitan
a, radioinmunoensayo (RIA), ELISA (por ejemplo, kits ELISA comercialmente disponibles de Diagnostic Systems
Laboratory, Inc., Webster, TX), inmunoensayos quimioluminiscentes comercialmente disponible en el Nichols
Institute Diagnostic, San Juan Capistrano, CA).

Como se ha expuesto anteriormente, la presente invencion utiliza una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 tal
como se expone en las reivindicaciones. Las composiciones que inhiben el eje GH/IGF-1 son conocidas y
directamente Utiles en las realizaciones expuestas anteriormente. En una variacién, la composicion inhibidora del eje
GH/IGF-1 comprende un antagonista del receptor de la hormona del crecimiento. Ejemplos de antagonistas del
receptor de la hormona del crecimiento se exponen en las patentes US-5.849.535; US-6.004.931; US-6.057.292;
US-6.136.563; US-7.470.779; US-7.470.779; US-7.524.813 y US-6.583.115. Las composiciones expuestas en estas
patentes son generalmente variantes de la hormona del crecimiento, que incluyen varias sustituciones de
aminoacidos. Mas concretamente, la variante de la hormona del crecimiento humano incluye la siguiente sustitucion
de aminoacidos: G120R. Mas concretamente aun, la variante de la hormona del crecimiento humano incluye al
menos una sustitucion de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en H18D, H21N, R167N, K168A, D171S,
K172R, E174S, 1179T y G120R. Mas concretamente incluso, la variante de la hormona del crecimiento humano
incluye las siguientes sustituciones de aminoacidos: H18D, H21N, R167N, K168A, D171S, K172R, E174S, 179T y
G120R. También debe sefalarse que estas variantes de la hormona del crecimiento se estabilizan generalmente,
por ejemplo, por pegilacion. Un ejemplo especifico particularmente util de un antagonista del receptor de la hormona
del crecimiento es Pegvisomant™ comercializado por Pfizer Inc. Pegvisomant™ es un analogo recombinante de 191
aminoacidos de la proteina GH que tiene grupos de polietilenglicol afiadidos (es decir, pegilacion).

En otra variacion de la divulgacién, la composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 comprende un antagonista del
receptor IGF-1.

En otra variacién de la divulgacion, la composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 comprende un compuesto que inhibe
la producciéon de hormona del crecimiento. Generalmente, estos compuestos actiian sobre la porcién anterior de la
hipdfisis. Los compuestos comercialmente disponibles son variaciones sintéticas de la somatostatina natural.
Ejemplos de estos sustitutos sintéticos incluyen octreotida (disponible como sandostatina de Novartis
Pharmaceuticals) y lanreétido (disponible como somatulina de Ipsen).

En otra variacion adicional de la divulgacion, la composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 comprende un antagonista
del receptor de la hormona liberadora de GH (GHRH). Un ejemplo de tal antagonista es MZ-5-156 (véase Effects of
growth hormone-releasing hormone and its agonistic and antagonistic analogs in cancer and non-cancerous cell
lines, N. Barabutis et al, International Journal of Oncology, 36: 1285-1289, 2010).

En ofra variacion de la divulgacion, la composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 comprende un anticuerpo de
hormona del crecimiento. Mas concretamente, los anticuerpos anti-hormona del crecimiento incluyen anticuerpos
monoclonales y policlonales que se dirigen a la GH (véase Fig. 13a, 13b, 14a, 14b), GHR (Figura 17) o al receptor
de IGF-1 (IGF-1R). Mas concretamente, los anticuerpos monoclonales incluyen inmunoglobulinas (por ejemplo,
subtipos 1gGl e IgG2). Ejemplos de farmacos que incorporan estas inmunoglobulinas incluyen IMC-A12, R1507,
AMG-479 (véase la referencia a continuacion), SCH-717454 y CP-751.871 como se expone en el articulo Early drug
development of inhibitors of the insulin-like growth factor-I receptor pathway: Lessons from the first clinical trials, by J.
Rodon et al, Mol Cancer Ther 2008;7(9). Septiembre de 2008, paginas 2575-2588. Mas concretamente, los
anticuerpos anti-hormona del crecimiento incluyen anticuerpos monoclonales y policlonales que se dirigen a la
hormona del crecimiento. AMG 479, un anticuerpo monoclonal anti-receptor del factor de crecimiento insulinico tipo
1, completamente humano, que inhibe el crecimiento y la supervivencia de las células de carcinoma pancreatico
(Mol Cancer Ther May 2009 8:1095-1105.)

En otra variacién mas de la divulgacion, la composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 comprende una combinacion de
dos o mas de las selecciones posibles expuestas anteriormente.

La dosis de la composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 es tal que el nivel medido de IGF-1 en plasma es inferior al
nivel basal del sujeto (valor antes del tratamiento). Deben evitarse valores muy bajos de IGF-1 ya que tales niveles
bajos tienen efectos secundarios relacionados. En una variacion, la dosis se ajusta de tal manera que el IGF-1
plasmatico del sujeto es del 20 al 60 por ciento del nivel basal del sujeto. En otra variacion, la dosis se ajusta de tal
manera que el IGF-1 plasmatico del sujeto es de 30 a 55 por ciento del nivel basal del sujeto. En otra variacion mas,
la dosis se ajusta de tal manera que el IGF-1 plasmatico de los sujetos es de 40 a 50 por ciento del nivel basal del
sujeto. Los valores normales para la concentracién de IGF-1 dependen en cierta medida de la edad y del sexo. Un
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valor normal para el nivel de IGF-1 en una persona en el intervalo de 25 a 39 afios es de aproximadamente 114 a
492 nanogramos/ml (ng/ml), para una persona de 40 a 54 anos el intervalo normal es de 90 a 360 ng/ml y para una
persona de mas de 55 afos de edad, el intervalo es de 71 - 290 ng/ml. En los ancianos, los valores son
significativamente mas bajos, mientras que los mas jovenes pueden tener valores mas altos. En general, puesto que
muchas de las composiciones inhibidoras del eje GH/IGF-1 se usan actualmente para tratar varias dolencias, puede
utilizarse una dosis inicial en el contexto de las realizaciones expuestas anteriormente. La dosificacion se ajusta
después para alcanzar el nivel objetivo de IGF-1 en plasma. Mas concretamente, la dosis se ajusta por ajuste
incremental en incrementos que son del 20 % al 60 % de la dosis inicial. Mas concretamente aun, la dosis se ajusta
por ajuste incremental en incrementos que son del 30 % al 55 % de la dosis inicial. Mas concretamente incluso, la
dosis se ajusta mediante ajuste incremental en incrementos que son del 45 % al 50 % de la dosis inicial.

En el caso de Pegvisomant™, la dosificacion recomendada para el tratamiento de la acromegalia puede utilizarse de
acuerdo con el protocolo de dosificacion inicial. Por lo tanto, se usa una dosis de carga subcutanea de 40 mg
seguida de inyecciones diarias de 10 mg. La dosis puede aumentar o disminuir en incrementos de 5 mg para lograr
los niveles de IGF-1 establecidos anteriormente.

En otra realizacion, se proporciona un kit que abarca uno o mas de los métodos expuestos anteriormente. El kit
incluye un envase que tiene una o mas dosis de una composicioén inhibidora del eje GH/IGF-1 como se establece en
las reivindicaciones. El kit también incluye instrucciones que indican que la composicion inhibidora del eje GH/IGF-1
debe proporcionarse a un sujeto (es decir, un sujeto con un riesgo aumentado de cancer o un sujeto con un riesgo
aumentado de desarrollar diabetes o un sujeto al inicio del dafo oxidativo) de acuerdo con los métodos y pautas
posoldgicas expuestas anteriormente. Mas concretamente, el kit incluye un envase para contener una muestra de
sangre extraida del sujeto que se usara para controlar los niveles de IGF-1 (y/o insulina en el caso de la diabetes).

Los experimentos expuestos a continuacién confirman que la relacién fundamental entre la via pro-crecimiento y la
inestabilidad gendmica dependiente de la edad observada en estudios en levaduras, gusanos y ratones se conserva
en los seres humanos, lo que se ha demostrado en el seguimiento de 22 afios de una cohorte ecuatoriana con déficit
de receptores de la hormona del crecimiento y de IGF-1 y la investigacion del efecto de estos déficits en la respuesta
celular al estrés y en los marcadores de cancer y diabetes.

RESULTADOS
Cohorte ecuatoriana

Los sujetos del estudio fueron 99 individuos con déficit de receptores de la hormona de crecimiento (GHRD) que han
sido seguidos por uno de los autores (J.G-A) en el Instituto de Endocrinologia, Metabolismo y Reproduccion
(IEMYR) en Ecuador desde 1988. De éstos, 9 sujetos murieron durante el seguimiento. La distribucién de edad de
los 90 sujetos con GHRD vivos y la poblacién de control de Ecuador se muestra en la Fig. 1A (38). Utilizando un
cuestionario (Figuras 4A-E), se recogieron datos de mortalidad de 53 sujetos con GHRD adicionales que fallecieron
antes de 1988 y se obtuvo informacién sobre enfermedades y causas de la muerte de 1606 parientes de primer a
cuarto grado (parientes) no afectados de los sujetos con GHRD. La cohorte GHRD (99 sujetos) fue identificada en
base a la marcada baja estatura de los sujetos (39-47) y confirmado por genotipificacion (Fig. 1 B). La mayoria de
los sujetos con GHRD de esta cohorte eran homocigotos para una mutacion del sitio de corte y empalme de A por G
en la posicion 180 del exén 6 del gen del receptor de la hormona del crecimiento (GHR) (Fig. 1B, Fig. 5). Esta
mutacion, denominada E180, da como resultado una proteina que carece de 8 aminoacidos en su dominio
extracelular y posiblemente esta mal plegada y degradada (Fig. 5) (42). Dos sujetos con GHRD fueron homocigotos
para la mutaciéon R43X, lo que da como resultado una proteina GHR truncada debido a un codén de parada
prematuro (Fig. 1 B) (43) y dos sujetos con GHRD eran heterocigotos E180/R43X (Fig. 1 B). Se cree que la mutacion
E180 ha sido introducida en esta region por los conversos espafioles que emigraron al sur del Ecuador a principios
de 1500 y su predominio se atribuye al alto nivel de consanguinidad en esta cohorte (44, 45). La mutacion R43X
ocurre en un punto dinucleotidico CpG dinamico y ha sido descrita en sujetos de todo el mundo (46).

Para confirmar el déficit de IGF en esta cohorte, medimos las concentraciones de IGF-1 y IGF-2 (Figura 6) en 13
sujetos control y 16 con GHRD con edades comprendidas entre 20 y 50 afos, incluidos aquellos cuyo suero se
utilizé posteriormente para los estudios in vitro. El IGF-1 sérico variaba de 29 a 310 ng/ml (media 144) entre los
sujetos control, pero fue < 20 ng/ml en todos los sujetos con GHRD. El IGF-2 sérico variaba de 341 a 735 ng/ml
(media 473) entre los sujetos control, pero estaba por debajo de 164 ng/ml en todos los sujetos con GHRD (Fig. 6).
No hubo superposicién en el intervalo de los valores séricos de IGF-1 e IGF-2 séricos entre sujetos con GHRD y
sujetos control (p <0,0001) (Fig. 6).

Se ha observado una elevada mortalidad por enfermedades comunes de la infancia en la cohorte GHRD (Fig. 1)
(47). Debido a esto, solo consideramos individuos que sobrevivieron a por lo menos 10 afios para un analisis mas
profundo de las enfermedades en esta cohorte. De las 30 muertes entre sujetos con GHRD (datos del seguimiento y
de las entrevistas) mayores de 10 afios, 9 fueron debidas a enfermedades relacionadas con la edad (8
enfermedades cardiacas, 1 ictus) y 21 fueron debidas a otras causas (enfermedad de Chagas, causas
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desconocidas). En comparacién con los individuos control, los sujetos con GHRD fallecieron mucho mas
frecuentemente por accidentes, causas relacionadas con el alcohol y trastornos convulsivos (Fig. 1 D).

El cancer no fue una causa de muerte en sujetos con GHRD de cualquier grupo de edad (Fig. 1 E); sin embargo,
represento aproximadamente el 20 % de las muertes y el 17 % de todas las enfermedades de los parientes (Fig.1D,
F). Entre las muertes en cada grupo de edad, la proporcién de cancer fue menor en los sujetos con GHRD que en
los parientes (basado en la distribucidn hipergeométrica exacta implementada en StatXact 7, CytelSoftware
Corporation, p = 0,003). De todos los sujetos con GHRD seguidos desde 1988, solo uno fue diagnosticado de
cancer, un tumor epitelial seroso papilar del ovario en 2008. Después de la cirugia y el tratamiento, permanece libre
de cancer. El cancer de estdmago fue la causa predominante de mortalidad relacionada con cancer en los parientes
(Fig. 7), lo cual concuerda con la alta incidencia de este cancer en Ecuador (48).

No se observé mortalidad ni morbilidad por diabetes tipo 2 en la cohorte GHRD, mientras que la diabetes es
responsable del 5 % de las muertes y del 6 % de todas las enfermedades de los parientes (Fig. 1D, F), lo que
concuerda con el 5 % de prevalencia de la diabetes en Ecuador (Fig. 1 G) (49). Estimamos la prevalencia de
diabetes en la cohorte GHRD como 0/90 = 0 %, con un intervalo de confianza de Clopper-Pearson exacto del 95 %:
0 % - 4 %. Para probar si la prevalencia de la diabetes en la cohorte GHRD era diferente de la prevalencia de la
poblacidon general del 5 %, se realiz6 una prueba exacta de la hipétesis nula de que con p = 0,05, basado en la
distribucién binomial, con la tasa de error tipo I, a = 0,05. El valor P fue de 0,02, lo que indica que la prevalencia en
la cohorte GHRD es inferior al 5 %. Este es un resultado especialmente sorprendente considerando la elevada
prevalencia de obesidad entre estos individuos con GHRD (21 % en sujetos con GHRD frente al 13,4 % en la
poblacion general de Ecuador) (Fig. 1 G). Se ha descrito hipoglucemia en nifios con déficits de GH y en sujetos
joévenes con GHRD (50-52). Por otra parte, se ha descrito que el déficit de GH en los adultos causa resistencia a la
insulina y mayor mortalidad por enfermedad vascular (36, 53). Para investigar los mecanismos que podrian ser
responsables de la ausencia de diabetes observada en la cohorte GHRD ecuatoriana, se midieron las
concentraciones de glucosa en ayunas e insulina en 13 sujetos control y 16 sujetos con GHRD que consistian en
sujetos masculinos y femeninos entre las edades de 20 y 50 afios. No se observé ninguna diferencia significativa en
las concentraciones de glucosa en ayunas entre ellos (Fig. 8). Sin embargo, la concentracion media de insulina en el
grupo con GHRD fue aproximadamente un tercio de la de los controles (Fig. 1H, p <0,05) y el indice en el modelo
homeostatico de evaluacion de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) (54) indicaba que los sujetos con GHRD
(HOMA-IR = 0,34) eran mucho mas sensibles a la insulina que los sujetos de control (HOMA-IR = 0,96) (Fig. 1I, p <
0,05) (65). Estos resultados concuerdan con el hallazgo de que los ratones con GHRD y otros modelos de ratén
deficientes en GH tienen concentraciones de insulina séricas bajas y son sensibles a la insulina (37-34).

Aunque los sujetos con GHRD pueden presentar una elevada mortalidad por enfermedad cardiaca en comparacién
con parientes no afectados (Fig. 1 D), la mortalidad relativa por enfermedades vasculares (combinacién de
enfermedad cardiaca e ictus) parece ser similar a la de los parientes (33 % de muertes en parientes frente a 30 % de
muertes en sujetos con GHRD) porque solo el 3 % de las muertes en sujetos con GHRD frente al 12 % en los
parientes fueron debidas a ictus (Fig. 1 D). En consonancia con los estudios de una poblacién humana con déficit
aislado de hormona del crecimiento (IGHD) (56), nuestros datos sugieren que el GHRD no incrementa la mortalidad
global de la enfermedad vascular, aunque puede aumentar la susceptibilidad a la enfermedad cardiaca y disminuir la
susceptibilidad al ictus (Fig. 1 D).

La reduccion de la sefializacion de IGF-1 protege contra el dafio del ADN y favorece la apoptosis de las células
dafnadas.

El papel del IGF-1 en el desarrollo y progresién tumoral se ha atribuido a la promocién del crecimiento celular y la
inhibicion de la apoptosis en las células dafiadas y precancerosas (29). Sin embargo, nuestros estudios en S.
cerevisiae indican que los homodlogos de los genes de la via de sefializacion del crecimiento en mamiferos,
incluyendo TOR, S6K, RAS y PKA promueven un aumento dependiente de la edad en las mutaciones del ADN por
elevacion de la produccion de superoxido y promueven el dafio del ADN independientemente del crecimiento celular
(20). De hecho, el espectro de mutacion en p53 de canceres humanos es similar al de la levadura envejecida (19,
20, 28). Esto plantea la posibilidad de que la sefializacién de GH e IGF-1 puedan promover las mutaciones y cancer
no solo evitando la apoptosis de las células dafadas, sino también incrementando el dafo en el ADN tanto en las
células en division con en las células que no estan en divisién. Para probar esta hipétesis, incubamos HMEC
confluentes en medio suplementado con 15 % de suero de los controles o de los sujetos con GHRD (57, 58) durante
6 horas y a continuacion se trataron con H202 durante 1 o 24 horas, seguido por el andlisis cometa para detectar
roturas de la cadena de ADN. Con el fin de prevenir la interferencia de factores de crecimiento o de la insulina, el
medio no contenia suplementos de crecimiento durante el periodo de incubacion de 6 horas. Debido a que las
células se incubaron a mas de 90 % de confluencia, el crecimiento celular durante los periodos de pre-incubacion y
de tratamiento con H202 fueron minimos. Se analizaron independientemente seis muestras de suero de cada grupo.
El analisis cometa indicd que las células incubadas en suero de sujetos con GHRD tenian menos roturas de ADN
después del tratamiento con 700 uM de H202 durante 1 hora (Fig. 2A, B) o 24 horas (Fig. 2A, C), lo que sugiere que
el suero de sujetos con GHRD puede proteger frente al dafio oxidativo del ADN independientemente de la division
celular. También incubamos células epiteliales confluentes en medio suplementado con suero de control, suero de
GHRD o suero de GHRD suplementado con 200 ng/ml de IGF-1 durante 6 horas (los niveles normales de IGF-1 en
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adultos humanos ecuatorianos varian entre 96-270 ng/ml (39). Aunque el H202 100 uM tenia un efecto citotdxico
similar en células incubadas en suero de GHRD y en las incubadas en suero de control o suero de GHRD + 200
ng/ml de IGF-1 (Fig. 2 D), el tratamiento con H202 700 uyM tuvo como resultado una mayor citotoxicidad en las
células incubadas en suero de GHRD que en el suero de control (Fig. 2 D). Este efecto fue completamente invertido
por la adicion de 200 ng/ml de IGF-1 al suero de GHRD (Fig. 2 D). Las células de fibroblastos embrionarios de raton
(MEF) también fueron mas susceptibles al aumento de la citotoxicidad en respuesta al H202 cuando se incubaban en
suero de GHRD en lugar de suero de control (Fig. 9). Ademas, las HMEC incubadas en suero de GHRD vy tratados
con H202 mostraron mayor actividad caspasa que las células incubadas en el control de suero, lo que indica la
activacion de la apoptosis (Fig. 2 E), de acuerdo con el papel propuesto de la sefializacién del IGF-1 en el aumento
de la incidencia de cancer mediante la prevencion de la apoptosis (29).

Para probar si la sefializacion del receptor de IGF-1 era responsable de la sensibilizaciéon de las células al dafio
oxidativo, se analizé el dafio del ADN en células que carecian del receptor IGF-1 (células R-) o que
sobreexpresaban el receptor IGF-1 humano (células R+) (60). Las células R+ tenian mayor ADN basal que las
células R- (Fig. 2 F). El analisis de transferencia Western confirmé el aumento previsto en la fosforilacion de Akt (Thr
308) y FoxO1 (Ser 256) en células R+ en comparacion con células R-, lo que indica que Akt era activado mientras
que FoxO1 era inactivado en las células R+ (Fig. 2G) (67-63). El bajisimo nivel de la proteina FoxO1 total en las
células R+ puede deberse a la fosforilacion mediada por Akt de FoxO, lo que da lugar a su ubiquitinacién y
degradacién proteosomal (Fig. 2 G) (64). La reduccién de la actividad de FoxO en células R+ en comparacion con
las células R- que se transfectaron con un plasmido indicador de luciferasa de FoxO confirmé que FoxO era
inactivado por la elevada sefalizacién de IGF-1 en estas células (Fig. 2 H). Como los factores de transcripcion de
FoxO son conocidos por proteger contra el estrés oxidativo, asi como por promover la apoptosis (62, 65, 66),
planteamos la hipétesis de que el aumento de la actividad de FoxO podria explicar, en parte, los efectos protectores
observados en células R- y en HMEC incubadas en suero de GHRD. De hecho, el analisis de microchips de ADN de
células epiteliales incubadas en suero de control o GHRD mostr6 que de los 44 genes que estaban
significativamente regulados positivamente en el grupo de suero de GHRD, 4 genes, incluyendo SOD2, eran dianas
de FoxO (Fig. 2 1).

Efectos protectores de la reduccién de la sefalizacion pro-crecimiento en levaduras y mamiferos

En la tabla de la Figura 10 se presenta una lista completa de genes con expresion diferencial significativa en HMEC
incubadas en suero de control o GHRD. El andlisis de los patrones de expresidon génica globales mediante el
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (67) revelé diferencias significativas en las vias involucradas en la regulacién del
ciclo celular, la expresién génica, el movimiento celular y la muerte celular, entre otros (Fig. 11-12). El IPA también
indicoé que los genes que regulan la apoptosis estaban regulados positivamente y que la sefalizacion de Ras, PKA 'y
Tor estaba regulada negativamente en células incubadas en suero de GHRD. El analisis por RT-PCR confirmé un
nivel de ARNm en el estado de equilibrio 1,3 veces mas alto que el de la MnSOD mitocondrial (SOD2) en células
incubadas en suero de GHRD y también una reduccion del 70 %, 50 % y 20 % en la expresion de N-Ras, PKA y
TOR, respectivamente (Fig. 3 A). Ras, PKA y TOR/S6K son reguladores centrales de vias pro-envejecimiento y
promotoras de enfermedades (68) y SOD2 es un mediador clave de la proteccién celular contra el estrés oxidativo
en organismos que van desde la levadura unicelular hasta mamiferos (2, 19, 20, 69-71).

Para analizar mas detalladamente el papel de estos genes en el dafio en el ADN dependiente de la edad y el estrés
oxidativo, hemos generado una levadura triple mutante sin Ras, Tor1 y Sch9. Nuestros estudios anteriores han
demostrado que los mutantes sch9A de levadura muestran alteraciones gendémicas dependientes de la edad mas
bajas que las del tipo silvestre en parte debido a la reduccién de la reparacion del ADN dependiente de PolC
propenso a error (20). Hemos observado un mayor periodo de vida en células triple mutantes en comparacién con
las células de tipo silvestre (Fig. 3 B). Se analiz6 la inestabilidad gendémica del ADN dependiente de la edad en las
células ras2A tor1 A sch9 A 'y de tipo silvestre midiendo la frecuencia de las mutaciones del gen CAN17. El gen CAN1
codifica una arginina permeasa de alta afinidad implicada en la captacién de arginina, pero también de su analogo
canavanina, que es toxico para las células (79). Las mutaciones que inactivan CAN1 adquieren la capacidad de
formar una colonia en medio minimo que contiene canavanina. La frecuencia de mutaciones dependientes de la
edad en el gen CAN1, que son en su mayoria mutaciones puntuales, incluyendo una alta frecuencia de sustituciones
de bases G por T (transversion) y C por T (transicion) (19), fue mucho mayor en las células de tipo silvestre en
comparacion con los triples mutantes (Fig. 3 C). Mientras que las células de tipo silvestre eran susceptibles al
tratamiento con H20z2, los mutantes ras2A tor1A sch9A casi no se vieron afectados a las concentraciones probadas
(Fig. 3 D). Esto fue acompafiado por un aumento significativo en las mutaciones dependientes de la edad y del
estrés oxidativo en el tipo silvestre, pero no en los mutantes ras2A tor1A sch9A de vida mas prolongada (Fig. 3 E).
Estos resultados muestran que las células de levadura que carecen de homodlogos de los genes regulados
negativamente en HMEC expuestas a suero GHRD (Fig. 3 F), muestran una notable disminucién en las mutaciones
del ADN y un periodo de vida mas prolongado.

ANALISIS

La incidencia reducida de patologias relacionadas con la edad en sujetos con GHRD concuerda con los estudios
realizados en ratones que muestran que cerca del 50 % de los animales deficientes en GHRD o GH mueren sin
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evidencia obvia de lesiones patoldgicas relacionadas con la edad, en comparacion con solo aproximadamente el 10
% de sus hermanos de tipo silvestre, aunque los ratones con GHRD pueden vivir un 40 % mas de tiempo (23) (74,
22, 23, 77). De acuerdo con los resultados presentados aqui, los ratones con GHRD muestran una menor incidencia
(49 %) y la aparicion tardia de neoplasias mortales en comparacién con otros miembros de la camada de tipo
silvestre, un aumento de la sensibilidad a la insulina y una reduccion en el deterioro cognitivo dependiente de la
edad (23, 24, 31). Se observan también fenotipos similares en ratones deficientes en GH (22, 32). Ademas, la
reduccion de la incidencia de cancer en ratones con GHRD se asocia con una menor frecuencia de mutaciéon en
diversos tejidos (25).

A diferencia de los modelos en ratones, el GHRD no parece prolongar la vida humana, en gran parte porque el 70 %
de las muertes en esta cohorte son causadas por causas no relacionadas con la edad, incluyendo trastornos
convulsivos, toxicidad alcohdlica, accidentes, cirrosis hepatica y otras causas desconocidas frente a la distribucion
generalmente normal de las causas de muerte en la cohorte de parientes. La falta de mortalidad por cancer pero la
duracion normal de la vida en sujetos con sefializacién de la hormona del crecimiento reducida en este estudio
concuerdan con un estudio preliminar de Shevah y Laron en el que se describié la ausencia de cancer en un grupo
de 222 pacientes con déficits congénitos de IGF-1 (73) con el de Aguiar-Oliveira et al., que describieron una
longevidad normal en 65 sujetos con déficit de GH (74). Al contrario que nuestro estudio, que se centra en los
sujetos con GHRD con mutaciones especificas y los compara con parientes de la misma edad, en su estudio,
Shevah y Laron compararon sujetos jévenes en los que el déficit de IGF-1 se debia a muchas causas con controles
mucho mas mayores, lo que dificultd la interpretacion de los datos. Sin embargo, en conjunto, estos dos estudios
proporcionan una fuerte evidencia que sugiere una reduccion de la incidencia de cancer en sujetos con déficit de
GHR e IGF-1 e indican que el IGF-1 podria servir como marcador para el cancer dependiente de la edad, al menos
en poblaciones especificas. Nuestros resultados también pueden proporcionar una explicacién parcial de la
sobrerrepresentacion de mutaciones que provocan una pérdida parcial de la funcién en el gen del receptor de IGF-1
entre judios Ashkenazi centenarios (75).

Los mecanismos que subyacen al papel pro-cancer del IGF-1 pueden implicar no solo a su papel bien establecido en
la promocion del crecimiento y la inhibicion de la apoptosis (29, 76, 77), sino también a su efecto contraintuitivo
sobre el aumento del dafio del ADN independientemente del crecimiento, como sugieren nuestros estudios en
levaduras. Tanto en levaduras como en mamiferos, la reduccion de la sefalizacion de TOR/S6K, RAS y AC/PKA
hace que las células y el organismo sean resistentes a la mutagénesis dependiente del envejecimiento y del estrés
oxidativo (2, 19, 20, 78-80). Este efecto parece depender, en parte, del aumento de la actividad de los factores de
transcripcion de resistencia al estrés y SOD2 (20, 65, 87). De hecho, los ratones que carecen de Cu/Zn SOD o
MnSOD son susceptibles al aumento del dafio del ADN y el cancer (717). El efecto del suero de los sujetos con
GHRD en la promocion de muchos de los cambios que promueven la longevidad en organismos modelo, incluyendo
niveles reducidos de RAS, PKA y TOR y el aumento de la expresion de genes regulados por FOXO incluyendo
SOD2, plantea la posibilidad de que los mecanismos anti-envejecimiento y anti-dafio del ADN promovidos por la
reduccion de la sefalizacion del crecimiento se conservan de la levadura a los seres humanos.

La ausencia de diabetes tipo 2 en la cohorte GHRD es particularmente interesante considerando que el fenotipo
clinico de los sujetos con GHRD incluye la obesidad (82). La mayor sensibilidad a la insulina de los sujetos con
GHRD, como se indica por las concentraciones reducidas de insulina y un indice HOMA-IR mas bajo, podria explicar
la ausencia de diabetes en esta cohorte. Aunque el aumento de la sensibilidad a la insulina se ha asociado con una
mayor esperanza de vida en los modelos de raton (83), algunos ratones de larga vida, incluyendo los ratones con el
gen del receptor de insulina especifico de grasa bloqueado (FIRKO), muestran una alteracién de la sefializacion de
insulina. Sin embargo, en este caso la pérdida de la sefalizacion de la insulina esta restringida al tejido adiposo y no
esta asociada con diabetes ni intolerancia a la glucosa (84). De forma similar, los ratones macho heterocigotos para
el receptor IGF-1 muestran un aumento del 15 % en el periodo de vida aunque exhiben alteracion de la tolerancia a
la glucosa (6).

MATERIALES Y METODOS

Reclutamiento de los sujetos: Los sujetos con GHRD vy sus parientes fueron reclutados para el estudio siguiendo los
protocolos aprobados por el Instituto de Endocrinologia, Metabolismo y Reproduccion (IEMYR) en Ecuador. Todos
los participantes firmaron formularios de consentimiento informado antes de su participacion en el estudio. Los datos
sobre los sujetos con GHRD fallecidos se recogieron entrevistando a los miembros de la familia utilizando un
cuestionario detallado (Fig.A - E). Al menos dos parientes debian estar presentes en el momento de la entrevista.

Genotipado: Las muestras de saliva se recogieron utilizando el kit de recogida de ADN Oragene OG-250 (DNA
Genotek Inc., Ontario, Canada) y se procesaron de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. El genotipado de la
mutacion E180 se realiz6 utilizando los siguientes cebadores:

SEQ ID NO 3: 5'-CATTGCCCTCAACTGGACTT-3' Directo

SEQ ID NO 4: 5'-CATTTTCCATTTAGTTTCATTTACT-3' Inverso (WT)
SEQ ID NO 5: 5'-CATTTTCCATTTAGTTTCATTTAC-3' Inverso (mutante)

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 632 348 T3

Andlisis del suero: El IGF-1 y el IGF-2 séricos se midieron usando un ensayo basado en ELISA interno desarrollado
en UCLA. Brevemente, las muestras de suero se extrajeron con acido/etanol y se afadieron a placas de
microvaloracion de 96 pocillos (50 pl/pocillo) que se habian recubierto previamente con anticuerpos monoclonales
anti-IGF-1 o anti-IGF-2 (sistemas R y D) a una concentracion de 0,5 pg/pocillo. Después de 2 horas de incubacion y
posterior lavado, se afadieron 100 ul de conjugado estreptavidina-HRP a cada pocillo y se incubaron durante 20
minutos. Se afiadieron 100 pl de sustrato OPD a cada pocillo y se incubaron adicionalmente durante 10 - 20 min. La
reaccion se detuvo mediante la adicion de H2SO4 2N y se midi6 la absorbancia a 490 nm con un lector de placas
(Molecular Design). Los valores se calcularon comparando con los patrones de IGF-1 e IGF-2 conocidos. Se
midieron los niveles de glucosa en ayunas con un analizador de glucosa de YSI Life Sciences y se midieron los
niveles de insulina en ayunas con un kit ELISA de insulina humana de Millipore. La resistencia a la insulina se evalud
mediante el indice del modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) de los valores
de glucosa en ayunas e insulina en ayunas y se calcul6é con la formula: glucosa en ayunas (mg/dl) x insulina en
ayunas (uU/ml)/405 (54).

Cultivo de células: Las HMEC se adquirieron en ScienCell Research Laboratories. Las células se cultivaron en
medio de células epiteliales (ScienCell) a 37 °C y CO2 5 % en placas de cultivo revestidas con poli-L-lisina (Sigma).
El medio de células epiteliales consistio en medio basal y un suplemento de crecimiento patentado suministrado por
el fabricante. Los fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) primarios se adquirieron en ATCC (Manassas, VA) y se
cultivaron en DMEM/F12 (Invitrogen), suplementado con FBS al 15 % a 37 °C y CO2 al 5 %. Las células R+ y R- se
obtuvieron del Dr. R. Baserga y se cultivaron en DMEM/F12 suplementado con FBS al 10 % a 37 °C y COz al 5 %.
Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10* por pocillo para los ensayos Cometa y apoptosis, 8x10* por
pocillo para los ensayos de LDH o 2x10° por pocillo para el analisis de microchips de ADN y transferencias Western
en placas de 24, 96 y 6 pocillos respectivamente. Las células se cultivaron en medio basal de células epiteliales
suplementado con un 15 % de suero control o suero de GHRD durante 6 horas seguido de tratamiento con H20:2
durante 1 hora (ensayos Cometa y de apoptosis) o 24 horas (ensayo Cometa y LDH). Para el analisis de microchips
de ADN, las células se cultivaron en medio basal de células epiteliales (Sciencell) y suplementado con suero de
control o de GHRD durante 6 horas y se proces6 inmediatamente para la extracciéon de ARN con reactivo TRI de
Ambion.

Ensayo Cometa: El ensayo Cometa se realizé de acuerdo con el método descrito por Olive et al (85) usando el kit de
ensayo Cometa de Trevigen. El dafio del ADN se cuantificd por célula con el software Comet Score™. Se analizaron
100 - 200 células por muestra.

Ensayo LDH: La actividad LDH se ensayé en medio de cultivo con el Ensayo de citotoxicidad no radiactiva CytoTox
96 de Promega de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Ensayo de apoptosis: Las caspasas activadas se cuantificaron con un lector de placas de fluorescencia con el
Fluorescein CaspaTag Pan-Caspase Assay Kit (Chemicon) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Actividad de FoxO: Se transfectaron 50.000 células/pocillo con 0,2 ug de plasmido indicador de luciferasa de FoxO
con la secuencia de unién de FoxO consenso que dirige la expresion del gen luciferasa de la luciérnaga en placas
de 24 pocillos. Como células de control interno se co-transfectaron con 0,02 ug de ADN plasmidico que codifica la
luciferasa de Renilla bajo control del promotor CMV. Veinticuatro horas después de la transfeccion, se ensayd la
actividad del promotor de FoxO usando el Dual-Luciferase Reporter Assay System de Promega de acuerdo con el
protocolo del fabricante.

Andlisis de transferencia Western: Las células se lisaron en tampdn RIPA y se ensayd la proteina total con BCA de
Thermo Scientific. Se cargaron 15 pg de proteina total en geles SDS-PAGE al 10 % desnaturalizantes. Los
anticuerpos primarios contra Phospho-Akt y Akt total (Thr 308) asi como Phospho-FoxO1 y FoxO1 total (Ser 256) se
obtuvieron en Cell Signaling Technologies. La B-tubulina se obtuvo en Santa Cruz Biotechnology Inc. El anticuerpo
de conejo secundario se obtuvo en Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.

Analisis de microchips de ADN: EI ARN se extrajo utilizando el reactivo TRI (Ambion) de acuerdo con el protocolo y
se hibridé con chips BD-103-0603 de lllumina Beadchips (San Diego, CA). Los datos brutos se sometieron a
normalizacion Z como se describe (86) y estan disponibles en el repositorio Gene Expression Omnibus (GEO),
numero de acceso GSE21980. El enriquecimiento del conjunto de genes se ensayé con el método PAGE como se
describe (67).

Las figuras 11, 13 y 14 fueron seleccionadas basandose en los nombres y descripciones proporcionadas por
Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Pathways Analysis; Redwood City, CA) y/o Ariadne Pathway Studio 7
(Ariadne Genomics).

Levadura: La levadura tipo silvestre DBY746 (MATa,leu2-3,112,his3A1,trp1-289,ura3-52,GAL*) y su derivado
ras2::LEU2tor1::HIS3sch9::URA3, originado por un reemplazo de genes de una etapa de acuerdo con Brachmann et
al. (87), se hicieron crecer en SDC que contenia glucosa al 2 % y se suplementaron con aminoacidos como se ha
descrito (88), asi como un exceso de 4 veces de los suplementos de triptéfano, leucina, uracilo e histidina. La vida
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cronolégica en medio SDC se controlé midiendo las unidades formadoras de colonias (UFC), en placas YPD, todos
los dias. El numero de UFC en el primer dia se consideré6 como la supervivencia inicial (100 %) y se utilizé para
determinar la mortalidad dependiente de la edad (89). La frecuencia de mutacion espontanea se evalu6é midiendo la
frecuencia de mutaciones del gen CAN71 (YELO63C). Las células se sembraron en placas de SDC-arginina
selectivas en presencia de sulfato de L-canavanina [60 mg/l]. La frecuencia de mutacion se expresd como la relaciéon
de colonias Can' respecto a las células totales viables (90). La resistencia al estrés oxidativo también se evalu6 en
cultivos de levadura tratados crénicamente con H202 1 mM en los dias 1 y 3. El porcentaje de supervivencia y la
frecuencia de mutacion can? se midieron como se ha descrito anteriormente.

Analisis estadistico: Se utilizé la prueba t de dos colas de Student para analizar los datos de insulina, HOMA-IR y los
datos celulares de ensayos en mamiferos (Cometa, LDH, ensayos de caspasa, RT-PCR y actividad FoxO) y
experimentos en levaduras (supervivencia y frecuencia de mutacion) usando GraphPad PrismV.

Experimentos de quimioterapia

Los resultados de un experimento en el cual la hormona del crecimiento humano se administra a ratones se exponen
en la figura 13A. Esta figura proporciona una grafica del peso corporal de ratones inmunizados con hormona del
crecimiento humano (huGH) (20 machos y 20 hembras) en funcién del tiempo. Un menor peso corporal en estos
ratones indica que los ratones han generado anticuerpos inhibidores contra la GH humana. La FIGURA 13B
proporciona una imagen de una transferencia de ranura que muestra la actividad anti-huGH en el suero de ratones
inmunizados para la transferencia de la GH humano inmovilizada. Se observa que 34 de 40 ratones inmunizados
con huGH mostraron una fuerte actividad.

La FIGURA 14A proporciona graficos del peso corporal de ratones con inmunizacién a corto plazo (STI) con la GH
humano (puntas de flecha medio rellenas) después del tratamiento con ciclofosfamida (ciclofosfamida (CP) i.p,. 300
mg/kg, indicada por puntas de flecha rellenas). La FIGURA 14B proporciona un histograma del hemograma
completo (CBC) 7 dias después del tratamiento con CP (los datos se presentan como porcentaje del valor previo a la
quimioterapia); Las Figuras 14A y 14B muestran conjuntamente que la inmunizacién (y por lo tanto los anticuerpos
producidos) proporcionan un efecto protector contra los efectos secundarios de la quimioterapia.

La FIGURA 15 muestra la eficacia del antagonista del receptor de la hormona del crecimiento. Los fibroblastos de
células L de ratéon que expresan GHR fueron privadas de suero durante 24 horas, después se trataron con hormona
del crecimiento (GH) 5 mM durante 5 minutos con o sin un pretratamiento con antagonista de la hormona del
crecimiento (GHA) 50 nM durante 30 min. La sefial de phospho stat5 refleja la actividad del receptor de la hormona
del crecimiento;

La FIGURA 16 proporciona un grafico de un experimento en el cual las células madre humanas de fluido amnidtico
fueron pretratadas con un anticuerpo inhibidor que bloquea el receptor de IGF-1 antes del tratamiento con diferentes
dosis del farmaco de quimioterapia ciclofosfamida en las dosis indicadas. Esta figura muestra que un anticuerpo que
bloquea el receptor de la hormona del crecimiento protege a las células contra el dafio oxidativo y la quimioterapia.

La FIGURA 17 proporciona un grafico de la liberaciéon de lactato deshidrogenasa (LDH) de 24 horas del tratamiento
de células gliales primarias con el inhibidor de IGF |, proteina de unién al factor de crecimiento insulinico 1 (IGFBP1)
y con proteina de union al factor de crecimiento insulinico 2 (IGFBP2). Se observa que la IGFBP1 las protege contra
el dafio oxidativo. La IGFBP1 es un fuerte inhibidor de IGF-1. Otras IGFBP pueden incluso incrementar la
sefalizacion de IGF-1.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1, para su uso en un método para aliviar un efecto secundario de
quimioterapia en un sujeto, comprendiendo el método:

identificar un sujeto sometido a quimioterapia;

administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 y
medir el nivel de IGF-1 en el sujeto;

en la que la composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 comprende una variante de la hormona del crecimiento
humano que incluye al menos una sustitucién de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en H18D,
H21N, R167N, K168A, D171S, K172R, E174S, I179T y G120R o un analogo recombinante de 191 aminoacidos
de la proteina GH que tiene grupos de polietilenglicol afiadidos.

2. La composicion inhibidora del eje GH/IGF-1 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la variante
de la hormona del crecimiento humano incluye las sustituciones de aminoacidos H18D, H21N, R167N, K168A,
D171S, K172R, E1748S, 1179T y G120R.

3. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el efecto secundario
de quimioterapia que se alivia se selecciona del grupo que consiste en pérdida de peso, pérdida de cabello,
trastornos gastrointestinales, alteracion de los parametros quimicos y de la composicién de la sangre e
inmunosupresion.

4. Un kit para su uso en un método para aliviar un efecto secundario de quimioterapia en un sujeto, comprendiendo
el kit:

una o mas dosis de una composicién inhibidora del eje GH/IGF-1, comprendiendo la composicién inhibidora del
eje GH/IGF-1 una variante de la hormona del crecimiento humano que incluye al menos una sustituciéon de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste en H18D, H21N, R167N, K168A, D171S, K172R, E174S, I179T
y G120R o un analogo recombinante de 191 aminoacidos de la proteina GH que tiene grupos de polietilenglicol
anadidos;

instrucciones que indican que la composicién inhibidora del eje GH/IGF-1 debe proporcionarse a un sujeto
sometido a quimioterapia y

un envase para contener una muestra de sangre extraida del sujeto que se utiliza para controlar los niveles de
IGF-1 y/o insulina en el caso de diabetes.

5. El kit de la reivindicacion 4, en el que la variante de la hormona del crecimiento humano incluye las sustituciones
de aminoacidos H18D, H21N, R167N, K168A, D171S, K172R, E174S, 1179T y G120R.

6. El kit de la reivindicacion 4 o de la reivindicacion 5, en el que el efecto secundario de quimioterapia que se alivia

se selecciona del grupo que consiste en pérdida de peso, pérdida de cabello, trastornos gastrointestinales, alteracion
de los parametros quimicos y de la composicion de la sangre e inmunosupresion.
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TABACO I:l UNIDADES/DIA ALCOHOL g Izl POR SEMANA:
NO
DESDE CUANDO  5-10a | 1020a ] 2030a [__]| DESDECUANDO 5-10a [__| 1020a[ ] 2030a [ |
LUGAR DE TRABAJO (LT) TRABAJO: HORAS A LA SEMANA (HS)
HS:

LT DIAVNOCHE:

RELACION CON EL SUJETO CON GHRD

NO

GHRD [ | tercraDO [ |  2GRADO [ | dergade [ | GENEALOGIA S| E

Fig. 4A
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CARLS-31 )
FORMULARIO A02: AUXOLOGIA

ENTREVISTADC POR 1 Bn

recHaenTrREVISTA | | | [ [ ]
3 d

NOMBRE:

INICIALES DEL SUJETO I:EI:I:[ CODIGO DEL SUJETO I:l:l:l
sexor H [ ] m[]

. SUJETO

arD [ PARENTE [ | controL [

MUTACION SS-E180

GenotPADO [ | NoGeNoTPADO [ | PoRTADOR [ |  noportapor [ |

MUESTRA OBTENIDA PARAADN . Sl EI NO I:I EL | | || | | | \ | I |

ESTATURA (centimetros - cm) Media de 3 mediciones

[0 =000 000 we (0

BRAZOS
PESO (kilogramos - kg) EXTENDIDOS (cm) SEGMENTO INFERIOR (cm)
LONGITUD DE LA MANO (cm) LONGITUD DEL PIE (cm) PERIMETRO CEFALICO (cm)

[T [T ] 11

PRESION ARTERIAL (Sistdlica/Diastdlica - mmHg) FRECUENCIA CARDIACA (latidos por minuto)

HEEREEE [T ]

PERIMETRO DE LA CINTURA [I:I:l INDICE CINTURA - CADERA |:|:I
PERIMETRO DE LA CADERA I:I:I:l INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) I:I:I:l

PLIEGUES CUTANEQS:
Bicipital (Bc) Tricipital (Tr) Subescapular (Ss) Suprailiaco (Si)

TIPO DE OBESIDAD

GENERALIZADA | | GnoDE [ | ANDRODE [ |

Fig. 4B
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CARLS-001
FORMULARIO AD3: CANCER EN EL SUJETO

FECHA ENTREVISTA C Tl ] ENTREVISTADO POR

NOMBRE:

INICIALES DEL SUJETO m CODIGO DEL SUJETO m
wo w1 w [

TIPQ DE CANCER

01 VEJIGA 02. GSEQ 03 CEREBRO 04 MAMA 05 COLON 06. VESICULA BILIAR 07 LEUCEMIA
08. HiGADO 09. PULMON 10. OVARIOS 11. PROSTATA 12. PIEL 13. ESTOMAGO 14. TESTICULOS
5. GARGANTA 16. TIROIDES 17.UTERO 18. 19 20 21
FECHADEL DIAGNOSTICO | | ‘ ‘ ‘ ‘ ” ‘ ‘ ‘ ‘ CENTRO DEL DIAGNOSTICO

d d m m m a a a a

OBSERVACIONES:

TRATAMIENTO

CIRUGIA I:l QUIMIOTERAPIA [:l RADIOTERAPIA I:] OTROS I:I

[COMENTARIOS:

E’ o I:l FALLECIDO DEBIDO A CANCER A LA EDAD DE

[OTROS DETALLES

(QUERATOSIS ACTINICA: si I:[ NO |:|
CARA l:| NOMERO l:l DETALLES
cuELLo NUMERO DETALLES:
TORAX I:| NUMERO I:[ DETALLES
EXTREMID I:I NUMERO I:[ DETALLES

DIAGNOSTICO Y DETALLES DE OTRAS ENFERMEDADES

DIAGNOSTICO 1:

DIAGNOSTICO 2

DIAGNGSTICO 3

DIAGNOSTICO 4

DIAGNOSTICO 5

Fig. 4C
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CARLS-001

FORMULARIO A04: CANCER EN LOS PARIENTES DEL SUJETO

FECHA ENTREVISTA |

[L LT Jlzlaf=]#]

m m m a a a a

ENTREVISTADC POR

o

NOMBRE:

INICIALES DEL SUJETO

CODIGO DEL SUJETO m

o w[] w []
TIPO DE CANCER

01. VEJIGA 02 OSEC 03. CEREBRO 04. MAMA 05. COLON 06. VESICULA BILIAR 07. LEUCEMIA
08. HIGADO 09. PULMON 10. OVARIOS 11. PROSTATA 12. PIEL 13. ESTOMAGO 14. TESTICULOS
15. GARGAMTA, 16. TIROIDES 17.UTERO 18. 19 20 21,

PARIENTES CON CANCER {Ver Cédigo de tipo)
si I:l HO I:' Padre Namero de cadigo D:' Fallecido I:[ Wivo I:[
Detalles:
i I:l NO I:l Madre Ndmero de cddigo I:D Fallecido Ij Vivo I:[
Detalles:
si I:l NO |:| Hermana 1 Nimero de cddigo l:l:| Fallecido l:[ Vivo l:[
Detalles
si I:' NO D Hermano 2 Nimero de cédigo El:] Fallecido I:I Wivo D
Detalles:
si \:I NO |:| Hermano 3 Mimero de cdigo I:D Fallecido D Viva I:’
Detalles:
si I:| NO I:| Pariente () Nimero de cddigo l:l:| Fallecido l:[ Vivo |:’
Detalles:
s I:l MNO D Fariente () Nimero de cidigo ED Fallecido I:[ Vivo I:’
Detalles:
gl l:] MO D Pariente () Niamero de cadigo E[:] Fallecido D Vivo D
Detalles:
si I:I NO I:I Pariente { ) Ndmero de cddigo l:l:l Fallecido l:[ Vivo I:I
Detalles:

Fig. 4D
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CARLS-001
FORMULARIO AD5: ENFERMEDADES EN PARIENTES DEL SUJETO

HEE ENTREVISTADO POR @] =]

I

recHaENTREVISTA [ | [T [ J[=
d d

NOMBRE

INICIALES DEL SUJETO m CODIGO DEL SUJETO m

SEXO: H I:l M I:l EDAD: dD:‘ ETHICIDAD

d mm a a

ENFERMEDADE S IMPORTANTES EN PARIENTE S DEL SUJETO

PARIENTE 1

DIAGNOSTICO A

DIAGNOSTICO B

PARIENTE 2

DIAGNOSTICO A

DIAGNOSTICO B

PARIENTE 3

DIAGNOSTICO A

DIAGNOSTICO B

PARIENTE 4:

DIAGNOSTICO A

DIAGNGSTICO B:

PARIENTE 5

DIAGNGSTICO A

DIAGNGSTICO B

PARIENTE 6

DIAGNOSTICO A

DIAGNGSTICO B:

PARIENTE 7

DIAGNGSTICO A

DIAGNOSTICO B

PARIENTE 8

DIAGNOSTICO A

DIAGNOSTICO B

Fig. 4E
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(Sitio de la sustitucion A por G en el codon 180 del gen GHR)

CAATAC AAAG%CL!I%&%TGA%&GE&%&TG&%A&%TG@R aga-—Intrén

E VNETK WK M GHR)
180 184 188

Fig. 5
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Control
] GHRD

Fig. 6
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Glucosa (mg/dl)

ES 2 632 348 T3

i

Controd

Fig. 8
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B Conirol
[ GHRD o
il
£ ==
700 1000

peréxido de hidrégenof{ 1M}

Fig. 9

38



ES 2632348 T3

(factor de cambio) GHRD-Centrol (relac. z) GHRD- Control

2,1 80

20 74

16 6,0

16 53

15 48

15 47

DAB2 1.4 44
LBK 14 41
DABZ 1,4 42
PTK2 1,4 43
MAFF 1,4 40
MMFD 1,4 38
NFKBIZ 14 4.1
SERINC2 14 42
WEE1 14 38
PPTCT 14 36
MAP? 1.4 39
MAPT 13 36
SDCBP2 1.3 39
S0xe 1,3 a7
30102 13 36
FFKFR2 13 35
AiPiBs 13 33
KK 1,3 37
13 31

1,3 30

1,3 29

13 31

CACRF24 13 31
PLEKHAT 13 el
ShF LK 13 29
RARGA 13 30
INK 13 27
TAKIBP 12 28
DKa 12 25
ATP2B4 12 25
CIE0RF?2 12 23
12 23

12 21

12 1.9

12 20

11 20

11 19

11 1.8

-1 16

-1,1 =20

sl -16

U8B -1.2 -7
C2HORFS? -1,2 22
FST -12 22
DK -12 23
COMMDS 1.2 24
Relorpigit 1.2 -24
RRP12 -1,2 -25
PLEKHG3 1.2 22
C1I0RF31 -1.2 23
LLGLY -1.2 27
EXQSCA =12 24
FAHD 1.2 25
vPS72 1.2 -26
UBE2G2 1.2 26
INFE62 -1.2 =28
KIAAGE20 -12 28
CSNKIGE 1.2 -27
LOCES4 121 -13 30
SHIRF2 13 30
HDEA 2 13 29
LITRI 13 -32
HSPLC159 16 55
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Ciclo celular

Expresion génica

Movimiento celular

Muerte celular

Metabolismo de los amincacidos
Cancer

Merfologia celular

Sefializacién celular

Sefializacion e interaccion entre células

Ensamblaje y organizacion celular

Desarrollo celular

Funcién y mantenimiento celular

Crecimiento y proliferacion celular

Desarrollo y funcién del tejido conjuntivo

Trastorno del desarrollo
Metabolismo de farmacos
Desarrollo embrionario

Trastorno genético

Desarrollo y funcién del
sistema hematologico

Metabolismo de los liquidos

Estructura y desarrollo del tejido linfoide

Enfermedad metabdlica

Transporte molecular

Desarrollo y funcién del sistema nervioso

Enfermedad neurolégica

Metabolismo de acidos nucleicos

Trafico de proteinas

I
|
Enfermedad del sistema reproductor 11
|

Trastornos esquelétios y musculares

ES 2 632 348 T3

-log(valor p)

025 075 125 175 225 275 325 375
000 050 100 150 200 250 300 350
11T 1T T 1T 17T 17T 1T"1T 1T T1T"

Fig. 11
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Desarrollo y funcion del
sistema esquelético y muscular

Bioquimica de molécula pequefia

Desarrollo de téjidos

Replicaci'()n, recombinacion y reparacion del ADN
Morfologia de los érganos

Desarrollo y funcién del sistema visual
Enfermedad cardiovascular

Desarrollo y funcién del sistema cardiovascular
Desarrollo y funcién del pelo y la piel

Desarrollo de érganos

Desarrollo del organismo

Modificacion post-traduccion

Desarrollo y funcién
del sistema renal y urolégico

Desarrollo y funcion del
sistema reproductor

Metabolismo de vitaminas y minerales

Metabolismo de los hidratos de carbono
Modificacion post-transcripcional del ADN

Enfermedad homéloga

Fig. 11
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RAN
HRF
NFREA
NFKEBIZ

TRRDGS

ES 2 632 348 T3

NOMBRE OFICIAL

proteina de unién al ADN especifica del dafio 1
supresor de tumores grandes, homologo (Drosophila)
neurregulina 1
homdlogo de WEE1 (S. Pombe)
SRY (region del cromosoma Y determinante del sexo)-caja 9
proteina de unién a CREB
RAN, miembro de la familia de oncogenes RAS
factor regulador del interferon 1
inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras Kappa en linfocitos B, alfa
inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa en linfocitos B, zeta
proteina quinasa, dependiente de AMPc, reguladora, tipo Il, alfa
proteina inductora de la invasién y la metastasis en el linfoma de linfocitos T
homologo 2 desactivado, fosfoproteina sensible a mitogenos
proteina de unién al receptor del factor de crecimiento 7
UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa
proteina de unién 1 a Tax1 (virus de la leucemia de linfocitos T humanos tipo 1)
proteina de choque térmico de 70kDa (mortalina)

proteina que contiene el dominio de tiorredoxina 5 (reticulo endoplasmatico)

Fig. 12
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Fig. 138
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Peso corporal (%)

105—
-} Simulado
—-4— aGH

100+ L,
Y Inmunizacién
¥ CPip)

Peso corporal (%)
g

Fig. 14A
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% antes de la quimio
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Dia 7

N W i
o o o
il .

100-

LEU Linfoc Mon

Fig. 148
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C GH GH+
GHA

phospho statb

total stat5

Fig. 15
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% de supervivencia
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100+
_._
_._
80—
_._
I E—
60— ®
— e
o
40—
T T T
0,375 0,750 2,250
CP mg/ml

Fig. 16
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Liberacion de LDH 24 h (glia)

ctrl H,0,(200uM) H,0,(400uM)

Fig. 17
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