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l. ANTECEDENTES Y .JUSTIFICACION 

La horrnona de crccin1icnto (Cil 1-N> es sintetizada y secretada por Ja 

adenohipótisis .. y tiene n1últiplcs efectos: promueve el crccirnicnto corporal .. 

estimula el rnctabolisrno intermedio y regula la transcripción de genes específicos 

con10 el del fuctor de crccin1icnto insulinoidc tipo 1 (IGF-1) .. el citocromo P450., el 

c-JiJ.\" y el c-:fun. 

La GI 1-N proviene de una fan"lilia de proteínas que incluyen la variante de 

Gl·I que se expresa en la placenta (GI 1-V) y las so1natorna1notropinas coriónicas 

(hCS-A y hCS-B). Estas formas de Gil están codificadas por diferentes genes 

(GH-N. GH-V. CS·A y CS-B) que se encuentran en el brazo corto del cromosoma 

17. 

El gen de la honnona del crccin1icnto genera.. mediante empalme 

alternativo .. 2 RNAn"l que respectivamente dan lugar a .2 proteínas. conocidas corno 

GH 22K y GH 20K ( 1 ). La forma dominante de GI 1 tanto en la hipófisis como en 

la circulación es la GJ~J 22K; la cual consta de 191 aminoácidos. 

Además de estos procesos prctraduccionales .. la Gl-1 sufre modificaciones 

presccretorias tales con10 a.rnidación y glucosilación y postsccrctorias entre las que 

se incluyen agregación molecular y unión a proteínas transportadoras ( 1 ). 

Se han identificado por lo n1enos .. 2 proteínas transportadoras de GH en 

plasma de humanos y varias otras especies (GHBPs). La principal de estas 

proteínas transportadoras es la llamada de .. alta afinidad... Esta GHBP de alta 
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afinidad fué descrito.• y caractcri:zo.1Ua en 1 <)85/86 por Baumann et al (2) y 

J·{crrington et al (3). Se trata de una glucoprotcína Uc cadena sirnplc que posee una 

alta afinidad .. una capacidad de unión lin1itada y una alta cspcci licidad para C.il 1 

22K .. si bien une tan1bién GI 1-V y CJI 1 ::::!OK. El peso n1olccular dc la misn1a es de 

aproximadamente 60-65 K.I) .. lo cual hace que el cornplcju hormona-proteína sea 

de 80-85 K.L>. En la circulación .. este con1plcjo Gl-1/GI IBJ> constituye partc de la 

llan1ada --big-big Gii"" (4). En plo.1sn1a. la concentración dc CillBP tllvorecc la 

forn1ación de con1plcjos 1: 1 debido a que las concentraciones de BP son n1uy bajas 

como para pcrn1itir cstoiquiomctría 1 :.2 (5 ). En el estado dc equilibrio .. la GI lflP de 

alta afinidad une el 40-50~/º de la horn1ona circulantc (6). Se sahc que la GI-IBP de 

alta afinidad corresponde a la porción cxtracclular (aproxin1adamentc los 240-246 

aminoácidos terminales) del receptor de GI l. Lo anterior se sospechó poco 

después del descubrimiento de Gl IBP .. y postcrionncntc fue corroborado por 

serncjan7__as inmunológicas y finalmente. dcrnostrado con la clonación y 

sccuenciación del gen del receptor de GI-1 (7). La GJ-1 interactúa con su receptor 

con una cstoiquiornctría 1 ::!; esto cs. 1 n1oll.!cula de Gl--1 se une al receptor 

mediante un primer sitio de unión .. lo que activa un segundo sitio de unión .. el cual 

se une a una segunda molécula de receptor .. produciendo dimcriznción de dos 

receptores~ y con ello .. activación de );:1 sc.:ñal (8). Aunquc la Gl-1 se une a su 

proteína transportadora (BP) con alta afinidad. la afinidad del receptor de GH por 

su ligando es 5 a 1 O veces n1ayor que el de la BP y la concentración de receptores 

7 



es muy alt::1 en los órganos blanco. Jo que asegura la unión de la hormona al 

receptor (5). 

Lus ventajus de una proteína transportadora son rnuchas. En primer lugar. 

la GI 1 tiene una vida n1cdia en plasrna 111uy corta (3 a 7 n1inutos). pero cuando se 

encut:ntra unh.h1 a su proteína transpllrta<lora su vid:.1 media se incrementa 

considerahlcmt:ntc (20 n1inutos) (9. 1 OJ. E.n st:gundo término. la CJI IBP funciona 

con10 un an1ortigu::idor de lu st:creción pulsütil de GI 1 ( 1 O). Además. como la 

honnona se depura de la circulación por filtro:1ción glon1crular y por cndocitosis 

mediada por receptor en las células hlanco. su unión a la proteína retarda a1nbos 

procesos. porque el con1plcjo horn1ona-BP es 111uy grande para ser filtrado en el 

riñón y pon .. 1uc la BP interfiere con lu unión de la GI 1 con su receptor (9. 10). ·1-odo 

ésto incrementa las concentraciones séricas de la GI 1 y la n1anticnc disponible para 

que sea cedida a su receptor por el gradiente de afinidad antcriorn1cntc 

mencionado ( 1 1 ). 

La segunda forma rnolccular en i1nportancia de la GH es la 20K. la cual 

pierde los últimos 32-46 aminoácidos por empalme alternativo del gen que 

codifica para la GI l. Desde su descubrimiento en 1978 por Lewis et al ( 12). sus 

propiedades biológicas han sido investigadas en varios modelos anin1alcs .. pero se 

sabe poco acerca de su rol biológico en humanos. -ricnc una afinidad reducida por 

la GHBP de la 22K y además una capacidad de unión nula al receptor hepático de 

GH .. lo cual indica que esta forma molecular tiene n1uy poca actividad 

somalotrópica ( 13. 14, 15). 
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-rodo lo anterior produce la hL"tc..·rogL"neidad ele la CH 1 circulante. Se 

desconoce el significac.Jo <le tanta hetcrog.enidad: pero sin du<la la actividad 

biológica varía cntrc las distintas isnfonnas. 

A <lilCrcncia dc otras hor111nnas. la {il 1 no ticnc un tejido o célula blanco 

cspccilicus. Esta horrnona cjcrce sus acciones hiológicas. en particuhir sus efectos 

son1.:1totrópicos y n1ct.:1húlicos. intc.:r.:tcluan<lo con un receptor que se expresa en 

forma ubicua en los tejidos del organisn10 (7). Al igual que la prolactina y algunas 

intcrlcucinas. este receptor pcrtcnccc a la fan1ilia de rcccpton.:s de citocinas y 

factores de crccí1nicnto. los cualcs tiL"nt:n un <lon1inio cxtract:lular con st:cucncias 

repetidas de cistcínas en la porciún c..1uc liga a la horn1ona. un dominio 

transn1cn1hrana simph: y un c..lon1inio intracclular de longitud variable ( 16). 

El gen que codifica para el n:ccptor de GI 1 ha sido clonado recientemente 

(7). El misn10 está con1pucsto por ocho L.:Xoncs en el don1inio cxtracclular. Este 

gen produce :! isolOrn1as de RNi\.rn n1c.:diantc la inclusión o exclusión alternativa 

del cxón 3 ( 17. 18 .. 19). AsL las proteínas qut: se codifican a partir de estas dos 

isoformas de RNAm difieren en el extremo an1ino tenninal por la presencia ( +3) o 

ausencia (-3) de 22 ar11inoácidos ( 1 7. 18. ) 9). Se sabe que las dos isoformas de 

RNArn del receptor de Gl-1 se expresan en todos los tejidos humanos (7). aunque 

en proporciones variables ( 17. 18. 19). Urbanck et al en 199:! propusieron que la 

proporción con la que se expresan las isofonnas +3 y -3 .. es htejido-cspccífica ( 19). 

No obstante lo anterior. Sobricr et al en 1993 evidenciaron que la proporción de las 

dos isoformas no solamente varía entre tejidos .. sino que tan1bién es variable en un 
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1nis1110 tejido ( l 8). Esto últin1n llc:'\·ú a Mcrcudo et al en 1 994 a concluir 4ut: la 

expresión dt.:I gen del receptor de Cil 1 ,.h:pcnc..lc dt.: lus condiciones mctahólicas dt: la 

c~lula en cuestión ( 17). Estas condiciones n1ctahólicas incluyen fbctorcs con10 la 

glucosa y el efecto de la rnisn1a Cil l. y otras honnonas con10 la insulina .. sobre la 

expresión de este gen ( 17). 

No se sabe con precisión si la Cil 1 regula su receptor positiva o 

ncgativan1cntc. A estt.: respecto .. existt.:n estudios en animales que apoyan ambas 

posibilidades ( 14); sin cn1b.argo .. estos estudios no necesariamente reflejan lo que 

sucede en el hurnano .. pues esta rcgulución varía entre las difi:n:ntcs especies ( 14). 

Cuando se miden las concentraciones circulantes de la protcina ligudora de 

GH (Gl-IBP) .. que corno ya se co111entó n:prescnta la porción cxtracelular del 

receptor de GI l .. podcn1os dt.:ducir en for111a indirecta las concentraciones tisulares 

del receptor (20. 21 ). En niños con deficiencia dt.: Cil l. que rc.:ciben tratamiento con 

Gl--1 recon1binante. algunos autores han dcn1ostrudo que los niveles de GI IBP se 

elevan (22. :!3) n1icntras que otros no encontraron cun1bio alguno (24 ). Por otra 

parte .. en la acromegalia. que se caracteriza por un aun1cnto en las concentraciones 

de Gl-1 .. Jos niveles de Gl-IBP se han reportado consistentemente disminuidos (25. 

26). 

Se desconoce en que forma se regula la expresión del gen del receptor de 

GH en estados de deficiencia y exceso de GH. La acromegalia es una entidad 

caracterizada por un incremento sostenido en las concentraciones de GH que 

escapan a la regulación por el eje hipotálamo-hipófisis-periferia. La misma puede 
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ser cutópica. por proúucción de (il 1 por un adcnon1a locali".ado en la región sclar 

(27 .. :?X) .. o cctópica producida por tu111orcs cxtrasclarcs ya se¡,a íntracraneanos. 

con10 en los casos de gangliocitornas hipotalán1icos que procuccn el factor 

liberador de.: GI 1 (27. 28 .. :?9. JO) o por carcinoiUcs hronquialcs productores del 

mis1110 fhctor o en un n1cnor nllrnero de casos. proUuctorcs c.lt: Cill (:::!9. )0. 31. 32). 

La n1.ayoria de los casos son secundarios a un adcno1na hipofisario productor de 

GH. 

El dh1gnóstico se rcali:l'.a en hase ¿1 los can1bios fisicos Uados en forma 

prcdon1inantc por acrocrccin1icnto. y con lus alteraciones bioquin1icas sccundarias 

al exceso de GI 1 corno por ejemplo intoleruncia a la glucosa. diabett:s niellitus .. los 

cuales llcvan a buscar una conflnnación bioquírnica que se lleva a cabo por medio 

de la determinación de GH e IGF-1 (33). 

En condiciones normales .. la horn1ona de crecimiento es suprimida por una 

carga oral de glucosa. pero cuando la producción dc Gl-1 es tumoral se pierde la 

regulación fisiológica del cje. Es por ello. que.: el diagn<-istico bioquímico se realiza 

por medio de la determinación de Gl-1 en condiciones basales y luego de una carga 

de 75 g de glucosa por via oral. con lo que las concentraciones de GI-I deben 

suprimirse a menos de 2ng/dl a los 90 minutos (34). En cuanto a las 

concentraciones de IGF-L ésta varia con la edad y el sexo. y un valor por encima 

de los referidos como normales. según los parámetros antes citados. hacen el 

diagnóstico. 
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Actualn1enh.: se propone In n1edición de una de h.1s proteínas 

transportadoras de la ltiF-1. la IGF-BPJ .. que se considera corno un pariimctro n1ás 

fidedigno dt: las concentraciones de ICiF-1. ya que tiene una vía media 111&.is larga. 

Debido .a los clCctos dclctCrcos que provoca un exceso de GI [ por los 

cambios fisicos .. fisiológicos y hioquín1icos que ocasiona. esta entidad debe ser 

tratada en fbrrn.<.l rc.ípida. El lralan1h:nlo de elección es la cirugia hipofisaria ( en 

los casos cutúpicos. en los dcrnüs di.:pcn<lc de la Jocali~..ación del tun1or .. y se 

considera a cada caso en particular). La 1nisn1a se lleva a cabo idealmente por vía 

transcsfcnoi<lal.. 0:1unque en ocasiones. por el ta111ur10 tun1oral. Ja n1isrna debe ser 

ejecutada en más <le una ocasión .. ya que Ja pcrn1anencio:1 de rcn1ancntcs tumorales 

irnpidcn la cun.1ción (35). 

Cuando con la cirugía no es posible llegar a la curación (localización 

tun1oral de dificil acceso. por cjcn1plo) el paciente es enviado a radioterapia .. Ja 

cual como la cirugía .. conlleva el riesgo de ocasionar dt!ficit hormonal en otras 

esferas (35). 

Se han propuesto varios esquemas tt!'rapéuticos con tlirmacos. Dentro de los 

más usados se encuentran el uso de la bromoergocriptina (BEC) .. con Ja cua] se ha 

evidenciado mejoría en el tamaño tumoral debido a que algunos de los tumores 

productores de GI 1 son mixtos y tambit!n producen prolactim1 (PRL). y los 

tumores productores de PRL responden bien a este medicamento. Sin embargo .. no 

es una medida de elección para Jos pacientes acromegálicos(35 .. 36). 
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l lay varios estudios Lflle utili;;r.an a un 4málogo de la surnatostatina. el 

octrcótido. con10 hernunienta para 1rato.1r a la acron1cgalin. 1 la dernostrado ser 

surnan1entc clCc.:tivo en 1ncjorar esta condición ya que disn1inuyc el tamaf\o del 

tumor (36. 37). y si hicn en ocasiones no disrninuye las concentraciones de Gf-1 

sérica. el paciente tiene una rncjoria ostensible la cuo.11 se refleja en disminución de 

los carnbios acrales y Uisrninuciún tl desaparición de la cefalea que estos pacientes 

presentan nn1y frccucntcnH.:ntc. St: propone corno tratarniento en los casos que por 

alguna razón no puc.:Uc.:n ser 111ancjados LJUirúrgican1entc. y en tanto se espera el 

efecto de la n1diotcrapia. la cual en OCé.tSiones llcvo.1 v41rios ailos para lograr su 

efCcto (35). Dentro <le los cf'C:l.'.'tns adversos se encuentran predo111inanten1cnte 

diarrea. constipación. molestias ah<lo111inalcs. núuscas. tl-:>rn1ación de lodo biliar .. y 

en menor proporción litiasis vesicular (38. 39). 

La acromegalia se acon1pa1la de bajos niveles de G.HBP .. mismos que 

tienden a elevarse con el tratan1icnto <le la cnfCrn1cdad y corrección del 

hipcrsomatotropismo (40~ 41 ). Estudios preliminares parecen demostrar que eJ 

tratamiento dt! la acron1cgalia con octrcótido también tiende a elevar los niveles de 

GHBP de estos sujetos (42. 43) 

Se desconoce si el octreótido produce cambios en las concentraciones y/o 

proporciones de las isof"ormas del RNA del receptor de GH. 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

[)ado que el exceso de 1 lormona Uc CrL"cirnicnto (Gl-1) v;::1 acompañado 

de profundos can1bios rnctabólicos. y partiendo de la tesis de que la 

regulación de la expresión del gen del receptor de GI 1 se modifica por 

influencias n1ctabólicas. se l!studiará en el paciente acron1cgálico dicha 

regulación .. por n1cdio de la adn1inistración de Octrcótido. un análogo 

de la son1atostatina ( ~~-.antlo.watinu® ). resultando de esta fOrma el 

paciente acromegálico un modelo único in vivo para tal propósito. 
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111. HIPOTESIS 

• Lu proporción en la expresión de las dos isoforrnas del RNAm del receptor de 

la l lormona de Crecimiento es di fcrcntc en pacientes acro1ncgálicos que en 

controles sanos de la misma edad y sexo. 

La proporción en la expresión <le las dos isofonnas del RNAm del receptor de 

la l-lorn1ona de Crccin1icnto se 111odifica con el tratamiento con un análogo 

sintético de la son-1atostatina (octrcótido) 
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IV. OB.IETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la expresión del J~NAm del receptor de la 1-lonnona de Crecimiento ºin 

vivo'"'" en pacientes acron1cgálicos y en controles sanos. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Detenninar en que proporción se expresan las dos isoformas del RNArn del 

receptor de la J-[onnona de Crecimiento en adultos sanos y en pacientes 

acromcgál icos. 

Determinar si la proporción en la expresión de estas dos isoforrnas se modifica 

con el tratamiento con octreótido en el paciente acromegálico. 
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V. MATERIAL Y ME.TODOS 

Selección de nncicnh:s; 

Pacientes cnn acrorncgalia corroborada clínica y bioquimicruncntc .. con 

documentación de lcsión hipnfisaria 111cdiantc resonancia magnética nuclear. Sin 

restricción < .. h: edad o scxo .. 

Ya qur.: lo qui.: invcstigan1os en cstc trabajo (regulación ··in vivo'"'" de la 

expresión gcnéticn del n:ccptor de.: GI 1) no ha sido hecho con anterioridad .. 

cstudian1os un núnlcro n1uy hajo dc pacientes pues los resultados fueron 

consistentemente los n1is1nos .. y el Co111itC Lle Investigación y Etica de este 

1 lospital autorizó este proyecto con el recaudo de hacerlo en el n1inimo de 

pacientes posibles .. ya que el n11..:dican1cnto utili;,-''l.do {Octn.:ótido) irnplica un alto 

costo para la Institución. En base a nuestros resultados dctcrn1inan1os que no era 

necesario incrementar el nún1t:ro de la 111ucstra a 111ús de 3 pach.:ntcs. 

Parámetros bioquímicos: 

a) GH basal ;;::: 2 ng/dl. que no suprin1c a menos de 2 ng/dl luego de una carga oral 

de 75 g de glucosa. 

b) JGF-1 elevada para edad y sexo. 
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Parñ.rnc.:trns dt: inH..ag~nolugia: 

lrn;.1gcn de rnicro o nu1croaUcnorna hipofisurio dcn1ostrada por resonancia 

n1agnética nuclear (l.tl\t1N). 

Controles sanos: 

l lnn1brcs y n1ujcrL·s clln L·Uadcs ajusta<las dt: acuerdo a los pacientes 

reclutados .. con inh.:grida<l cn sus funciones t:ndúcrinas hipotaJan10-hipófiso

pcrifC.:ria .. y quc no p<-H.h:zcan cnfi:r111cda1.h:s que pudieran atl:ctar el t:je 

so111atotrópico .. talcs co1110 la diahctcs. el hipotiroidisnH> .. la insuficiencia renal o 

hepática .. u otras cnfCrn1t:<ladcs sistt.!n1icas in1portantcs. 

Estos controles fueron sek·ccionados entre uquclJos pacientes que ya tenían 

determinaciones horn1onalcs hasalcs .. por algún otro rnotivo. y laboratorios básicos 

dentro de lín1itcs norn1alcs y que: consintieron en la c.xtracción de 30 mi de sangre 

para este protocolo. 

Protocolo de estudio: 

Una vez diagnosticada clinic.a.. bioquímica y por imagcnología Ja 

acromegalia .. a los pacientes reclutados se les tomó una n1ucstra basal de sangre 

venosa (30 mi). Inn1cdiata1ncntc después. se les inició octrcótido a razón de 100 

µg (0.5 mi) cada 8 horas por vía subcutánea durante dos n1cses. 1-\.I ténnino de 

estos dos meses .. y n1cnos de una hora después de haber recibido la dosis nlatutina 

de octreótido .. se volvió a ton1ar n1uestra de sangre venosa (30 mi). Posteriormente .. 

se suspendió el octrcótido y el paciente fue sometido a cirugía hipofisaria. Se 
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establecieron c.:stos lapsos ya que son los tic1npos aproximados de diferimiento de 

In cirugía hipofisaria. la cual es el tralan1icnto <..Jefinitivo. 

Se cxtr¡ijcron 30 n1I de sangre de una vena periférica en tubos con EI:Yr A. 

El plasn1u fué separado dc.:I po.u.1uete celular por centrifugación a .JOOO rpm por JO 

n1in a ....JºC .. usándose el 111isrno para detc.:rrninaciones dr.:: GI l. JC_iF-L IGF-BP3 .. 

J-lormona Folículo Estin1ulantc (FSll). llorn1ona Luteini.,..antc (1...11). Prolactina 

(PRL). 1 fonnona de Crecirniento (Cil 1 ). C"ortisol.. pruebas de funcionamiento 

tiroideo (PF·r) y Estradiol o ·rcstostcrono.1 scglln se trató c.h: pLJcicntc femenino o 

masculino respcctivan1cntc. Todas C"st.:is dctC"rn1inacioncs son in1prcscindiblcs para 

valorar el eje hipotúlarno-hipófiso-pcrifcria que se cfC:ctúa en todos los pacientes 

con cnfi:rn1edades hipofisarias 

El paciente fue controlado clínicamcnt&.: cada 15 días. y a los 30 y 60 días 

se le efectuó un ultrasonido abdorninal panl detectar prccozrnentc el n1ayor efecto 

indeseable del octrcótido quc.: es la litiasis vesicular. 

Ensavos hormonales específicos 

La determinación de Gl 1 se hizo mediante radioinrnunoanálisis (RIA) de 

doble anticuerpo. utilizando un estuche comercial de Diagnostic Products 

Corporation (DPC. Los Angeles Cal. USA). el cual tiene.: una sensibilidad de 

0.9ng/rnl y un coeficiente de variación (CV)4 intra e interensayo de '2.7 y 4.2% 

respectivamente. 
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La dctcrn1inación de J(iF-1 se realizó i.:on unúlisis inrnunorradiornC:trico de 

dos sitios ( l l~l\-11\ ). previa scparaciún con úcido-c.:tanol de proteínas lig.a<loras de 

IGF (IGF-Bl'sl (DSI.: \Vchslcr. TX. l ISA). La scnsihilidad de cslc método cs de 

0.8 ng/1111 y los CVs intra c inh:n.:nsayo son de.: 2.6 y 4.4°./f,. rcspcctivan1cntc. 

Los niveles de.! IC'iFBP~ se Uctc.:rmin.aron n1cdió.lnle un IRl\tfi\ (DSL .. 

\Vcbstcr. ·rx. l.IS .. \) con una sensihili<lad de- 0.5 ngltnl. con CVs intra e 

intcn:nsayo de 1 ~--O y 2.96'!·'0. rcspectivan1cntc. 

Extracción de RNA 

Al paquete celular obtenido después de centrifugar la sangre. se le añadió 

un huffcr de lisis de eritrocitos (KllC03 JO mM. NJl-ICJ 155mM. 0.1 mM 

EDTI\); la mezcla se lavó rcpctidarncntc con solución salina 0.9o/o. descartando 

por ccntrifugución a 3000 rpm por 1 O rnin <.1 4ºC el sobrcnadante que es donde los 

restos de eritrocitos pcnnunecen. Las células n1ononuclcan.:s que quedaron en el 

botón fueron rcsuspendi<las cn solución salina al 0.9~-ó y cuantificadas en un 

hernocitómctro. 

El RNA total fue extraído de las células n1cdiantc el rnCtodo simplificado 

de Chomczynski (extracción con isotiocianato <lt.: guanidinio y precipitación con 

fenol-clorofonno) (44). La sin1plicidad y n1pidcz de é'stc n1étodo pcrn1itió una alta 

recuperación con una baja degradación del RNA. 

Brevemente. una suspensión de células ( entre 5 y 1 O n1i1Joncs) colectadas 

por centrifugación se lizaron con 1 mi de reactivo -rrizol por pipeteo repetido. 
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Lut.::go de 5 111inutos de incubación a h.:n1pcratura a1nbicnte pan.1 permitir la 

completu disociación de co111plejos Uc nuclcoprotcinas .. se agregaron 0.2 mi de 

clorofonno por cada 111ililitro de reactivo Trizol. las rnucstras se agitaron 

vigoroso.1111cntc y se ecntrifugaron a 12000 x g por 15 111inutos a 4"(_ .. _ Se recuperó la 

fast! ::1cuosa incolora y se prt.::cipitó cl RNJ\. con 0 .. 5 n1I de isopropanol por cada 

mililitro dc ·rrizol usudo. Las rnucstras sc incubaron 30 n1inutos a -70ºC y se 

centrifugaron por 1 O n1inutos a 4ºC. E.I hotón <le RN/\. se lavú con etanol 75o/o .. se 

secó al aire y se rcsuspendió en ugua tr¡itada con <lictil-pirocarbonato ( DEPC ). 

Se dctcnninó su concentración y purc..:4'.a por lectura cspcctrofOtométrica a 

260 y 280 11111 .. y se aln1acc.:nó ::t - 70ºC~ hasta su uso en RT-PC R. 

RT-PCR: 

lJn n1icrogramo de RNA total se dcsnaturalizó 5 n1in a 70ºC en buffer RT

PCR (0.02 l'vt Tris-llCI a pll 7.6. 0.05 M KCI, 1.5 mM MgCl2). La transcripción 

reversa se llevó a cabo durante ::! horas a 37ºC .. en presencia de 10 pMol del 

oligonuclcótido antisentido (dcnorninado .... 4 ... y con1ún a an1bas isoformas de 

RNAm del receptor de GH). (Figura 1 ), 2 mmol/L de desoxi-NTPs. 200 U de 

transcriptasa reversa (MML V. BRL. Gaithcrsburg. MD. USA) y 1 O U de inhibidor 

placentario de RNAsas (hpRNAsin. US Biochem. Corp). 

La reacción en cadena de polimerasa (PCR) utiliza el oligonucleótido 

antisentido. común o 3' y los dos oligonuclcótidos sentido o S' para la 

amplificación especifica del DNAc del receptor con y sin el exón 3 
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(oligonucléotidos ··+ ,1·· y ··-3 .... ). (Figura 1 ). l .0:1 reacción se lh:vc'> a caho en buffer de 

PCR (0.05 M KCI. 0.0:17 M Tris-1 ICI a pi 1 9. 1.5 mM MgCl2J. con 2.5 U de Taq 

polimcrasu (Perkin-Eln1cr. C.'ctus C.:orp. Non.valk. C.'T) y 2 nunol/I. dc dcsoxi

N'rPs. Se n:o.1li:l'.aron JO ciclos dt: PCR. el priincro de los cuales consto de una 

dcsnaturaJi;..r .. ación larga de 5 rninutos a 9.:!º c.·. Los ciclos subsiguientes se 

rcali:t"...aron con los siguicntcs parúrnt:tros: a) desnaturalización a 92ºC por J 5 

segundos. h) ulincaciún 0:1 5.:!ºC por 30 segundos. y e) extensión a 72ºC por 2 min. 

Los productos de PC.'R se anali:r.aron en gel de agarosa al 6°/o tcrlido con bromuro 

de ctidio. La cuantificación de su proporción rclutiva se n:alizó mediante 

dcnsito1nctría. 

Análisis de resultados: 

Se con1paró la proporción relativa de las isofonnas del RNAm de los 

receptores en cada etapa de la evolución del paciente (antes y después del 

tratamiento con Octrcótido) mediante ANOVA 
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VI. CONSIDERACIONES ETICAS 

El tratan1icnto de la acron1cgalia con (.lctrcótido es una medida 

terapéutica uccptada n1undi,1lnlcntc para aquellos pacientes en los 

cuales el difcrin1icnto de la cirugía hipotisaria ( tratamiento <lcfinitivo) 

es n1uy prolongado. para pacientes que rccha7..an la opción quirúrgica o 

que por algún n1otivo la tengan contraindicadu. para aqucllos ya 

operados pero que presentan rcm¡.111cntc tun1oral o recidiva en tanto una 

nueva cirugía puede ofrecerse.:. o en aquellos casos en que se nguarda el 

efecto de la radiotcrapia con10 tncdida tcrapéuticu. 

Una vez seleccionados los pacientes que se incluyeron en el estudio~ 

se les explicó en qué consiste esta medida terapéutica y cuáles son los 

posibles efectos adversos y colatcralcs secundarios al uso del 

medicamento. 

Los pacientes que aceptaron finnaron una carta de consentimiento. 

Asimismo se seleccionaron los controles sanos y se les explicó que 

la extracción de 30 mi de.: sangre de una vena dt:I brazo no les 

produciría ningún beneficio~ por tal motivo los mismos también 

firmaron una carta de consentimiento. 
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El proyecto contempló las nonnas éticas .. el reglamento de la Ley 

General de Salud en n1ateria de investigación para la salud y la 

declaración del lclsinski de 1975. enmendada en 1983. 

Se adjunta formato de la carta de consentimiento infonnado para 

pacientes y para controles sanos. 
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CONSF:NTIMIF:NTO INl'OH.MAl>O 

Yo. declaro 
hahcr sido infc.1rn1a<lo que el tratarnicnto con ()ctn:ótido 
Sandostatina ,w))quc n:cibin.: cn tanto sca progran1.:1da mi fecha 
qunurgica y se cc._unph:h:n los th:tallcs pertinentes para la misn1a. 
adcn1ás de n1cjor;.u sinh.unatología de n1i cnfcrn1cdac.L y n1odificar 
el tu.n1año del tun1or hipotisario que lo ocusiona. po<lní producirme 
efectos secundarios tales con10 J.iarrca.distcnsión ahdon1inaL litiasis 
vt:sicular.hipotin1i<lisn1ll. 
Adcn1ás. se hace de 111i conocin1icnto que se ll'lc harún controles 
clínicos cada 15 <lías durante.: el lapso cn que n.:ciha el mencionado 
tratan1icnto y que n1cnsual111cnh.: se n1c controlHrá con un 
ultrasonido abdon1inal a fin l.h: podcr dctcctar pn.:cozn1cntc las 
citadas complicaciones vesicularc.:s. 
Asimisn10 se n1c intl"lrtnó qui.: al iniciar los estudios y luego de 2 
111cscs de rccibir Octrcótido si.: n1i.: cxtracrún 30 rnl di.: sangre de unu 
vena del brazo en caUo.1 ocasión~ para dch.:r111inaciUn de: horn1onas 
hipofisarias y pant un protocolo de invcstig¡_1ción. 
Me han asegurando que en cual4uh:r nion1cnto en que lo desee 
podré salir de este protocolo sin que.: ello nit: ocasionare ningún 
perjuicio en n1i atención tnédica inh:grnl. 

Firma del paciente: 

Firma del testigo: 
l\claración: ______________ _ 

México D.F. a los ___ días del mes de _____ de 199 _. 

25 



CONSENTIMIENTO INl'ORMADO 

CONTROLES SANOS 

Yo. declaro 
que he asentido en que se me extraigan 30 mi de sangre de una vena 
del brazo en una sola oportunidad. la. cual será utilizada en un 
protocolo de investigación. 
Dicha extracción no n1c ocasionará ningún beneficio. pero tampoco 
ningún perjuicio. por lo que libremente he decidido colaborar con 
dicho protocolo de investigación. 

Firma del control sano: 

Firma del testigo: 
Aclaración: __________ _ 

México. DF. a los ___ días del mes de _____ de 199_. 
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VI. l~ESULTADOS 

Las dosis dt! Octrcótido fueron ._tdtninistradas tal como se describe en 

materiales y nH!toUos. Durante el período de tratamiento .. las determinaciones de 

laboratorio se hicieron 30 n1inutos dt:spués de una dosis habitual matutina de 

Octreótido. 

Los controles sanos.. presentaron valores norrnalcs en todas las 

determinaciones de laboratorio efectuadas. [)t:hido al hajo nún1ero <le sujctos sanos 

estudiados (igual nú111cro 4uc de pacientes). no se ton1ú al pron1cdio de los 1nisrnos 

como valor normal.. sino que se utilij"_ ... aron los valorc..:s de n.:fcn:ncia del Laboratorio 

de Determinaciones l lorrnonalcs del 1 [ospital Lle Espccialidadcs del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI del l!VISS. los cuales cstün ajustados a la población 

Mexicana. 

Manif"estaciones clínicas: 

Los efectos clínicos de la adn1inistración de Octrcótido a corto plazo (hasta 

6 meses) en pacientes acron1cgálicos ha sido previamente reportado por E7J_..at et al 

(45) .. quienes encontraron que entre 50 y 75o/o de los pacientes presentaba mejoría 

en Ja cefalea .. fatiga .. dolores articulares .. acné quístico y sudoración. En el presente 

estudio los tres pacientes estudiados respondieron clínicamente a Ja administración 

del Octrcótido disminuyendo el tamaño de las manos .. pies .. nariz y lengua. Dos de 
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ellos rnanifestah"ln 0:1noliciún de la cefhlco:1 y el tercero n1cjoría dc- la rnisrna .. y en 

los tres casos huho disrninucil~ll en las artrulgias y la sudoración. Ver Tabla I. 

Ninguno de los tres pacienh:s presentó efectos indeseables durante los dos 

111cscs de tratarniento. y los controh.:s periódicos con el ultrasonido abdominal no 

n1ostraron carnbios en relación :.1 la aparición dc lodo o litiasis vesicular. 

Resultados de Resonancia !\lagnética Nuclear llipofisaria: 

Los pacientes 1 y .3 presentabo::1n in1agen de microudenorna hipofisario. 

ambos de Joculización intrascllar: el paciente:! tenia un n1acroadcnoma hipofisario 

con erosión del piso de la silla tun;:.1 y presencia de cxtcnsiún suprascllar., pero sin 

compromiso del quiasn1a óptico~ así con10 tan1poco de los scnos cavernosos. 

No se evidenciaron otras anomalías en el parénquirna circundante. 

Determinaciones de laboratorio: 

En la tabla 2 se n1ucstran los parú.mctros bioquhnicos que resultaron 

signit1cativa1nentc diferentes antes y después del tratamiento. Uno de los pacientes 

estudiados era diabético. por Jo cual no se le efectuó carga de glucosa oral. En los 

tres casos hubo disminución en las concentraciones de GI l. Ja que se hizo más 

nlanifiesta luego de la prueba de supresión con glucosa oral. 

En cuanto a Jas concentraciones de IGF-1. el paciente disminu)·ó 

significativamente su nivel llegando a un valor nom1al en relación a su edad y 

sexo; en el segundo paciente. se observa un incremento mínimo (< 1 o/o) de dicho 

parámetro. el cual es menor que Ja variación interensayo del n1étodo (4.4%). En el 
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tercer paciente hubo disn1inución del 19°/o en el valor de la lCiF-1 sin llegar a 

nonnul i;,.arla. 

En los tres pach:ntcs hubo dis111inución signiticntiv&.1 en las concentraciones 

de IGF-BP3 .. pero en ningún caso dcsc..:n<..lió al valor nonual para su edad. 

La insulina basal no prcst:ntó can1hios con el tratamiento en ninguno de los 

pacientes. Luego de la pnu..:ba de supn.:sión con glucosa oral sc observa el 

incremento esperado cn las concentraciones dt.: insulina a los 90 minutos. Sin 

embargo dicho incrcrncnto resulta ostensiblemente 111ayor luego del tratamiento 

con Octrcótido. 

Por otro lado .. la glucosa post-Octrcótido resultó diagnóstica dt: intolerancia 

a los carbohidratos en los dos pacientes no diabéticos .. tal con10 lo establecen los 

criterios de la Organi:t"..a.ción f\..1undial de la Salud. Este tCnó1neno no se presentaba 

antes del tratamiento. 

Los parámetros bioquímicos efectuados .. pero que no se <lctallan en la tabla 

2 no se n1odificaron con el tratamiento y resultaron norn1alcs. Es de destacar que 

ninguna de las hom1onas hipofisarias resultó alterada (datos no mostrados). 

Extracción del RNA total: 

Se efectuó según las condiciones referidas. Se verificó su integridad 

mediante un gel de agarosa al 1 °/o.. se cuantificó su concentración y pureza 

mediante lectura espectro fotométrica a 260 y 280 nm. Se congeló a - 70ºC hasta su 
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utili7.Jtción en R-r-PCH .... proccsúndosc las muestras de cada paciente en condiciones 

basales y luego de la adr11inistracilln del Octrcótido en un rnismo ensayo. 

RT-PCR: 

Se estandarizó el n1étodo a las condiciones climáticas y ambientales de Ja 

Ciudad de México. -rod41s las dctcrn1inacioncs se reali:l'..aron con los mismos 

reactivos para evitar cambios en Ja interpretación .. 

Las dos isofórmas del H.NA del Gl-IR fueron encontradas en las células 

sanguíneas tanto de los controles sanos como de los pacientes acromcgáJicos .. 

Antes de la administración del Octreótido hubo un predominio de la forma 

del RNA del Gl-IR que contiene al cxón 3 (+3) .. pero luego de la administración del 

mismo se pierde ese prcdon1inio de la fr'lrma +3 .. lo que: hncc que en el ensayo 

competitivo la banda correspondiente en el gel de agarosa sea más manifiesta (ver 

figura 2). 

Las modificaciones en las concentraciones de insulina y glucosa no se 

correlacionaron con Jos cambios en Ja expresión del RNA del GHR . 
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VIII. DJSCVSION 

Según nuestro cntcndirnicnto. este es el primer estudio que se realiza 

utilizando Octrcótido en pacientes acrorncgálicos virgcncs de tratamiento. y 

tampoco existen estudios previos en los cuales se intente rnodiírcar el arnbicntc 

metabólico acron1cg.áJico ••jn vivo·· para obscn...·ar can1bios en las isoíormas del 

GHR 

La concentración de la CJl-1 disrninuyó considcrablcn1cntc, sobre todo luego 

de la supresión con glucosa. lo cual indica que el octrcótido. con10 efecto final. 

disminuye la concentración de la honnona. produciendo un can1bio rnctabólico en 

el paciente que se refleja a sin1plc vista en la rncjoria clinica de los pacientes 

estudiados Debido a la disminución en la concentración de la Gl l. la IGF-1. por 

efecto de rctroalin1cntación negativa debería disrninuir en todos los casos. Jo cual 

no sucede en uno de Jos pacientes 

La proteína transponadora de JGF-l. IGF-BPJ. se considera actualn1cntc el 

parámetro por excelencia para diagnóstico y control de Ja evolución de los 

pacientes acromcgálicos tratados debido a que refleja rnás fielmente las 

concentraciones de IGF-1 circulante. El valor de esta protcina transponadora. 

disminuyó en los tres pacientes. Si correlacionamos este hallazgo de laboratorio 

con los cambios clinicos observados. ven1os que efectivamente este parámetro 

refleja más confiablementc la nlcjoría en los cambios metabólicos observados. 

Obtuvimos cambios en la proporción de la expresión del GHR. lo cual 

apoya la idea de que la regulación de dicho receptor puede ser modificada por 
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can1bios n1ctablllicos del sujeto en cuestión. ya que Cstos cambios se aunaron a una 

dis111inuci(1n en las concentraciones de la GI l. 

Considerando que la eficacia <.h: arnplilica~iún Ucl cebador c·prin1cr··) ••_3•• 

es un 20°/o n1cnor que la del ..... +3··. se puede concluir que la f<."'lrma que no contiene 

al cxón 3 es 1~1 que predomina luego de la administración del octrcótido. 

Por el n1on1cnto nos es imposible correlacionar los cambios a nivel 

molecular con los can1bios a nivel bioquin1ico. sin crnbargo es probable que los 

cambios nu:tabólicos en el entorno celular. conlleven a cambios en la transcripción 

del receptor. 
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IX. CONCLUSIONES 

El tratun1icnto con ()ctn.:4...'ltido produce cambios metabólicos que se reflejan 

favon1hh:n1cntc en los c:.1111hios clínicos ohscrvados en el paciente 

acron1cgúl ico. 

L .. 1s dos isoforrnas del RNA dt:I rcccptor de la horn1ona de crecimiento son 

detectables en las células sanguíneas de los controles sanos y dt: Jos pacientes 

acron1cgúl icos. 

La proporción cntrc a1nbas es variublc en condiciones basales y Juego de la 

administración del octn.:ótido. 

No se encontró n:laciún entre la proporción lh: las isofonnas del RNi\. del 

receptor de la horn1on:.t de cn.:cirnh:nto y las concentraciones de glucosa. insulina e 

IGF-L probablcn1cntc debido al nún1cro reducido de pacientes estudiados. 

La proporción entre ambas isofom1as del RNi\ dcl receptor de Ja hormona de 

crecimiento varió luego dc la 4tdn1inistración del octrcótido qui:;..o-.ás porque éste 

modifica el ambiente mctuhólico acron1l!gálico al disn1inuir las concentraciones de 

la hormona de crecimiento. 

Este estudio .. que tiene un nún1cro reducido pacientes .. no nos permite 

dilucidar si el cstírnulo para que estos cambios transcripcionalcs se lle'\.'en a cabo 

es la disminución en la concentración de la Gl-1.. la glucosa. la IGF-1.. el incren1ento 

de la insulina o tal vez otro parátnetro que no se ha investigado. Sin embargo abre 

el camino para investigaciones futuras que aclaren aspectos moleculares de la 

regulación hipotálamo-hipófiso-pcriferia en la acron1cgalia. 
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X. TABLAS. FIGURAS 

DNAc del receptor de Glf 

-3 
--> 

+3 
--> 

7 3 4 5 6 7 8 ---3' .__ 
4 

Productos de PCR: 

3 4 151 pb 

2 4 126pb 

Figura 1 
Diagrruna de localización de los diferentes oligonucleótidos dentro del mapa 
exónico de la porción extracelular del receptor de GH y del tamaño de los 

productos de PCR. 

dtm: dominio transmembrana. pb: pares de bases 
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PACIENTES 

• Cefalea 

Lengua 

Artralgia 

Acrocrecim. 

Pre-oct Post-oct 

+ 

+ 

+ 

+ 

Tabla 1 

2 2 

Pre-oct Post-oct 

+ 

+ 

+ 

+ 

3 3 

Prc-oct Po,.t-oct 

+ 

+ 

+ 

Cambios clínicos relevantes luego de la aplicación de Octreótido. 
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PACIE.NTES 

Tabla 2 

1 2 2 3 3 
Prcoct Postoct Preoct Postoct Prcoct Postoct 

GH ng/ml . Basal 42 50 31 17 7.5 3.7 . 90 min 42 21 23 13 

Insulina 
mUI/L 

Basal 31.5 31 28 26 10 10 . 90 min 86.4 170 193 304 

Glucosa 
mg/dl 

78 106 98 108 156 140 . Basal . 90 n1in 81 167 135 170 

IGF-1 518 55 594 599 670 563 
ng/ml 

IGFBP3 5525 4491 5891 4528 4486 3863 
ng/ml 

GHR 
RNAm 2:1 1:2 2:1 1:2 2: 1 1:2 

(+3:-3) 
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Gel de ai:arosa 

+3 -3 +3/-3 +3 -3 +3/-3 

Pre-Octreótido Post-Octreótido 

Figura 2 

Gel de agarosa representativo de un paciente antes y después del tratamiento con el 
análogo de la son1atostatina. 
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