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I. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

L.a hormona de crecimicento (GHI-N) es sintetizada y secretada por la
adenohipofisis, y tiecne miltiples cfectos: promucve el crecimiento corporal,
estimula el metabolismo intermedio y regula la transcripeion de genes especificos
como ¢l del tuctor de crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-I), ¢l citocromo P450, el
c-fos y el c=jun.

La GH-N proviene de una familia de proteinas que incluyen la variante de
GH que se expresa en la placenta (GH-V) ¥ las somatomamotropinas coridnicas
(hCS-A y hCS-B). Estas formas de GH estin codificadas por diferentes genes
(GH-N, GH-V, CS-A y CS-B) que sc¢ encuentran en ¢l brazo corto del cromosoma
17.

El gen de la hormona del crecimiento genera. mediante empalme
alternativo, 2 RNAmM que respectivamente dan lugar a 2 proteinas, conocidas como
GH 22K y GH 20K (1). La forma dominante de GII tanto en la hipofisis como en
la circulacion es la GH 22K la cual consta de 191 aminoacidos.

Ademas de estos procesos pretraduccionales, la GH sufre modificaciones
presecretorias tales como amidaciéon y glucosilacion y postsccretorias entre las que
se incluyen agregacion molecular y unién a proteinas transportadoras (1).

Se¢ han identificado por lo menos. 2 proteinas transportadoras de GH en
plasma de humanos y varias otras especies (GHBPs). La principal de estas

proteinas transportadoras es la llamada de *‘alta afinidad”. Esta GHBP de alta



afinidad fué¢ descrita y caracterizada en 1985/86 por Baumann et al (2) ¥
Herrington et al (3). Se trata de una glucoproteina de cadena simple que poscee una

alta afinidad. una capacidad de union limitada y una alta especificidad para GH

[

22K, si bien unc también GH-V y Gil 20K. El peso molecular de la misma es d
aproximadamente 60-65 KID. lo cual hace que ¢l complejo hormona-protcina sea
de 80-83 KID. Lin la circulacion, este complejo GH/GHBP constituye parte de la
llamada “big-big GH™ (4). En plasma. la concentracion de GHBIP favorece la
formacion de complejos 1:1 debido a que las concentraciones de BP son muy bajas
como para pcrmitir estoiquiometria 1:2 (3). En ¢l estado de equilibrio, la GHBP de
alta afinidad une ¢l 40-50%6 de la hormona circulante (6). Se sabe que la GHBP de
alta afinidad corresponde a la porcion extracelular (aproximadamente los 240-246
aminoacidos terminales) del receptor de GEHL. Lo anterior se sospechd poco
después del descubrimiento de GHBP. y posteriormente fue corroborado por
semejanzas  inmunologicas y finalmente. demostrado con la clonacién y
secuenciacion del gen del receptor de GH (7). La GH interactia con su receptor
con una estoiquiometria 1:2: e¢sto es. 1 molécula de GH sc une al receptor
mediante un primer sitio de union, lo que activa un segundo sitio de unién. el cual
se une a una segunda molécula de receptor. produciendo dimerizacion de dos
receptores, ¥ con cllo, activacion de la seial (8). Aunque la GH se unc a su
proteina transportadora (BP) con alta afinidad. la afinidad del receptor de GH por

su ligando es 5 a 10 veces mayor que ¢l de la BP y la concentracidn de receptores



es muy alta en los 6rganos blanco, lo que asegura la union de la hormona al
receptor (5).

Las ventajas de una proteina transportadora son muchas. En primer lugar,
lIa Gl tiene una vida media en plasma muy corta (3 a 7 minutos). pero cuando se
encuentra unida a su proteina transportadora su vida media se incrementa
considerablemente (20 minutos) (9. 105, En segundo término, la GHBP funciona
como un amortiguador de la secrecion pulsiatil de GH (10).  Ademads, como la
hormona sc depura de la circulacion por filtracion glomerular y por endocitosis
mediada por receptor en las células blanco. su unién a la proteina retarda ambos
procesos, porque ¢l complcjo hormona-BBP es muy grande para scr filtrado en el
rifion y porque la BP interficre con la union de la GH con su receptor (9. 10). Todo
ésto incrementa las concentraciones séricas de la GH y la mantiene disponible para
que sea cedida a su receptor por el gradiente de afinidad anteriormente
mencionado (11).

La segunda forma molecular en importancia de la GH es la 20K, la cual
pierde los ultimos 32-46 aminodacidos por empalme altermativo del gen que
codifica para la GH. Desde su descubrimicento en 1978 por Lewis et al (12). sus
propiedades biologicas han sido investigadas en varios modelos animales. pero se
sabe poco acerca de su rol bioldgico en humanos. Tiene una afinidad reducida por
la GHBP de la 22K y ademas una capacidad de unién nula al receptor hepitico de
GH., lo cual indica que esta forma molecular ticne muy poca actividad

somatotropica (13, 14, 15).




Todo lo anterior produce la heterogencidad de 1a G circulante. Se
desconoce el significado de tanta heterogenidad: pero sin duda 1a actividad
biologica varia entre las distintas isoformas,

A diferencia de otras hormonas. la GH no tiene un tejido o célula blanco
especiticos. Esta hormona cjerce sus acciones biologicas. en particular sus efectos
somatotropicos y metabolicos, interactuando con un receptor que s¢ expresa en
forma ubicua en los tejidos del organismo (7). Al igual que la prolactina y algunas
interfcucinas, este receptor pertenece a la familia de receptores de citocinas y
factores de crecimiento. los cuales tienen un dominio extracelular con secuencias
repetidas  de  cisteinas en la porcion que liga a la hormona. un dominio
transmembrana simple y un dominio intracelular de longitud variable (16).

El gen que codifica para ¢l receptor de GH ha sido clonado recientemente
(7). El mismo esta compucesto por ocho exones en ¢l dominio extracelular. Este
gen produce 2 isoformas de RNAm mediante la inclusiéon o exclusion alternativa
del exén 3 (17, 18, 19). Asi. las proteinas que se codifican a partir de estas dos
isoformas de RNAm dificren en ¢l extremo amino terminal por la presencia (+3) o
ausencia (-3) de 22 aminoacidos (17. 18, 19). Se sabe que las dos isoformas de
RNAmM del receptor de GH se expresan en todos los tejidos humanos (7). aunque
en proporciones variables (17, 18, 19). Urbanck ct al en 1992 propusicron que la
proporcion con la que se expresan las isoformas +3 y -3, ¢s “tejido-especifica (19).
No obstante lo anterior, Sobrier et al ¢n 1993 ¢evidenciaron que la proporcion de las

dos isoformas no solamente varia entre tejidos, sino que también es variable en un



mismo tejido (18). Esto altimo llevo a Mercado ¢t al en 1994 a concluir que la

expresion del gen del receptor de G depende de las condiciones metabolicas de la

célula en cuestion (17). Estas condiciones metabolicas incluyen factores como la
glucosa y ¢l efecto de la misma Gl v otras hormonas como la insulina, sobre la

expresion de este gen (17).

No se¢ sabe con precision si la GH regula su receptor positiva o
negativamente. A este respecto. existen estudios en animales que apoyan ambas
posibilidades (14); sin embargo. estos estudios no necesariamente reflejan lo que
sucede en ¢l humano, pues csta regulacion varia entre las diferentes especies (14).

Cuando se¢ miden las concentraciones circulantes de la proteina ligadora de
GH (GHBP). que como ya s¢ comentd representa la poreion extracelular del
receptor de GH, podemos deducir en forma indirecta las concentraciones tisulares
del receptor (20. 21). En nifos con deficiencia de Gl que reciben tratamiento con
GH recombinante, algunos autores han demostrado que los niveles de GHBP se
elevan (22. 23) mientras que otros no cncontraron cambio alguno (24). Por otra
parte, en la acromegalia, que se caracteriza por un aumento en las concentraciones
de GH, los niveles de GHBP se han reportado consistentemente disminuidos (25,
26).

Se desconoce en que forma se regula la expresion 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 regulacién por ¢l cje hipotidlamo-hipoéfisis-periferia. La misma puede




ser cutdpica. por produccion de Gl por un adenoma localizado en la region selar
(27. 28). o cctopica producida por tumores extrasclares ya sca intracrancanos,
como en los casos de gangliocitomas hipotalimicos que procucen el factor
liberador de GH (27, 28, 29, 30) o por carcinoides bronquiales productores del
mismo factor o en un menor niimero de casos, productores de GH (29, 30, 31, 32).
La mayoria de los casos son secundarios o un adenoma hipofisario productor de
GH.

El diagnodstico se realizat en base a los cambios fisicos dados en forma
predominante por acrocrecimiento, y con las alteraciones biogquimicas secundarias
al exceso de GH como por cjemplo intolerancia a la glucosa, diabetes mellitus, los
cuales llevan a buscar una confirmacién bioquimica que se lleva a cabo por medio
de la determinacion de GH e IGF-1 (33).

En condiciones normales. la hormona de crecimiento es suprimida por una
carga oral de glucosa. pero cuando la produccion de GH es tumoral se pierde la
regulacion tisioldgica del gje. Es por ello, que el diagndstico bioquimico se realiza
por medio de la determinacién de GH en condiciones basales y luego de una carga
de 75 g de glucosa por via oral. con lo que las concentraciones de GH deben
suprimirse a menos de 2ng/dl a los 90 minutos (34). En cuanto a las
concentraciones de IGF-1. €sta varia con la edad y €l sexo. ¥y un valor por encima

parametros antes citados, hacen el

v

de los referidos como normales. segun lo

diagnostico.




Actualmente  s¢e propone  la medicion de uwuna de  las  proteinas
transportadoras de la IGF-1, la IGF-BP3. que se considera como un parametro mas
fidedigno de las concentraciones de [GF-1, ya que tiene una via media mas larga.

Debido a los cfectos deletéreos que provocea un exceso de GI por los
cambios fisicos. fisioldgicos y bioquimicos que ocasiona, esta entidad debe ser
tratada en forma rapida. ] tratamiento de eleccion es la cirugia hipofisaria ( en
los casos cutdopicos. en los demis depende de la Jocalizacion del tumor. vy se
considera a cada caso en particular). LLa misma se lleva a cabo idealmente por via
transesfenoidal. aunque en ocasiones, por ¢l tamafio tumoral, Ta misma debe se
ejecutada en mas de una ocasion. ya que la permanencia de remanentes tumorales
impiden la curacion (35).

Cuando con la cirugia no es posible llegar a la curacién (localizacion
tumoral de dificil acceso. por cjemplo) ¢l paciente es enviado a radioterapia. la

cual como la cirugia. conlleva el riesgo de ocasionar déficit hormonal en otras

esferas (35).

Se han propuesto varios esquemas terapéuticos con fiarmacos. Dentro de los
mais usados se encuentran el uso de la bromoergocriptina (BEC). con la cual se ha
evidenciado mecjoria en ¢l tamafio tumoral debido a que algunos de los tumores
productores de Gl son mixtos ¥ también producen prolactina (PRL), y los

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

es una medida de eleccidn para los pacientes acromegalicos(35. 36).




Hay wvarios cstudios que utilizan a un andlogo de la somatostatina. ¢l
octredtido, como herramicnta para tratar a la acromegalia. Ha demostrado ser
sumamente efectivo en mejorar esta condicion ya que disminuye ¢l tamaiio del
tumor (36. 37). ¥ si bien en ocasiones no disminuyc las concentraciones de GH
sérica, el paciente ticne una mejoria ostensible la cual se refleja en disminucion de
los cambios acrales y disminucion o desaparicion de la cefalea que estos pacientes
presentan muy frecucntemente. Se proponce como triatamiento en los casos que por
aléunu razon no pucden ser mancjados quirargicamente. ¥y ¢n tanto se espera el
efecto de la radioterapia. la cual en ocasiones lleva varios afos para lograr su
efecto (35). Dentro de los ctectos adversos se encuentran predominantemente
diarrea, constipacion, molestias abdominales, nduseas. formacién de lodo biliar, y
en menor proporcion litiasis vesicular (38, 39).

LLa acromegalia se acompaina de bajos niveles de GHBP. mismos que
tienden a clevarse con el tratamiento de la enfermedad y  correccion del

tudios preliminares parecen demostrar que el

hipersomatotropismo (40, 41). £
tratamiento de la acromegalia con octredtido también tiende a elevar los niveles de
GHBP de estos sujetos (42, 43)

Se desconoce si el octredtido produce cambios cn las concentraciones y/o

proporciones de las isoformas decl RNA del receptor de GH.




1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que ¢l exceso de Hormona de Crecimiento (GH) va acompanado
de profundos cambios metabdlicos. y partiecndo de la tesis de que la
regulacion de la expresion del gen del receptor de GH se modifica por
influcncias metabolicas. se eswudiard en ¢l paciente acromegilico dicha
regulacion, por medio de la administracion de Octreétido, un anilogo
de la somatostatina ( Suandostatina® ). resultando de esta forma el

paciente acromegilico un modclo Gnico in vivo para tal propdsito.



1. HIPOTESIS

e La proporcion en la expresion de las dos isoformas del RNAmM del receptor de

la Hormona de¢ Crecimiento es diferente en pacientes acromegilicos que en

controles sanos de la misma edad v sexo.

e La proporcion en la expresion de las dos isoformas del RNAm del receptor de

la Hormona de Crecimicnto s¢e modifica con ¢l tratamiento con un analogo

sintético de la somatostatina (octredtido)




1V. OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

Estudiar la expresiéon del RNAm del receptor de la Hormona de Crecimiento “in

vivo™ en pacientes acromegalicos y en controles sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar en que proporcidon se expresan las dos isoformas del RNAm del

receptor de la Hormona dec Crecimiento en adultos sanos y cn pacientes

acromegalicos.

Determinar si la proporcion en la expresion de estas dos isoformas se modifica

con el tratamiento con octreétido en el paciente acromegalico.




V. MATERIAL Y METODOS

Scleccion de pacientes:

Pacientes con acromegalia corroborada clinica y bioquimicamente, con
documentacion de lesion hipofisaria mediante resonancia magnética nuclear. Sin
restriccion de edad o sexo.

Ya que lo que investigamos en este trabajo (regulacion “in vivo™ de la

expresion gendtica del receptor de GH) no ha sido hecho con anterioridad,

0

studiamos un numdero muy bajo de pacientes  pues los  resultados fueron
consistentemente los mismos. ¥ ¢l Comité de Investigacion y Etica de este
Hospital autorizd este proyecto con ¢l recaudo de hacerlo en ¢l minimo de
pacientes posibles. ya que el medicamento utilizado (Octredtido) implica un alto
costo para la Institucion. En basc a nuestros resultados determinamos que no era

necesario incrementar ¢l nimero de la muestra a n

Parametros bioquimicos:
a) GH basal = 2 ng/dl, que no suprime a menos de 2 ng/dl luego de una carga oral
de 75 g de glucosa.

b) IGF-I elevada para edad y sexo.




Paramctros de imagenologia:

Imagen de micro o macroadenoma hipofisario demostrada por resonancia

magndtica nuclear (RMN).

ng

Control

Hombres » mujeres con cdades ajustadas de acuerdo a los pacientes
reclutados. con integridad en sus funciones endOcrinas hipotalamo-hipéfiso-
periferia .y que no padezean  enfermedades que  pudicran  afectar el cje

somatotrépico., tales como la diabetes, ¢l hipotiroidismo, la insuficiencia renal o

hepatica. u otras entermedades sistédmicas importantes.

Estos controles fucron seleccionados entre aquellos pacientes que ya tenian
determinaciones hormonales basules. por algan otro motivo. y laboratorios basicos

dentro de limites normales ¥ que consinticron en la extraccion de 30 ml de sangre

para este protocolo.

Protocolo de estudio:

Una wvez diagnosticada clinica. bioquimica y por imagenologia la
acromegalia. a los pacientes reclutados se Ies tomé una muestra basal de sangre
venosa (30 ml). Inmediatamente después, sc les inicio octreotido a razén de 100
png (0.5 ml) cada 8 horas por via subcutinca durante dos meses. Al término de
estos dos meses, y menos de una hora después de haber recibido la dosis matutina

de octreétido. se volvid a tomar mucestra de sangre venosa (30 ml). Posteriormente.,

se suspendid el octredtido y el paciente fue sometido a cirugia hipofisaria. Se




establecicron estos lapsos ya que son los tiempos aproximados de diferimiento de
la cirugin hipofisaria. la cual es ¢l tratamiento definitivo.

Se extrajeron 30 ml de sangre de una vena periférica en tubos con EDTA.
El plasma fué separado del paquete celular por centrifugacion a 3000 rpm por 10
min a 4°C. usiéndosce ¢l mismo para determinaciones de: GH. IGF-I. IGF-BP3,
Hormona Foliculo Estimulante (FSHD), Hormona Luteinizante (I.F1). Prolactina

(PRL), Hormona de Crecimiento (Gll), Cortisol. pruecbas de funcionamiento

tiroideo (PFT) y Estradiol o Testosterona segan se tratdé de paciente femenino o
masculino respectivamente. Todas estas determinaciones son imprescindibles para

valorar ¢l gje hipotilamo-hipofiso-periferia que se efecttia en todos los pacientes

con enfermedades hipotisarias
El paciente fue controlado clinicamente cada 15 dias, v a los 30 y 60 dias

se le efectud un ultrasonido abdominal para detectar precozmente el mayor cfecto

indeseable del octredtido que es la litiasis vesicular.

Ensavos hormonales especificos
La decterminacién de GH se hizo mediante radioinmunoanalisis (RIA) de
doble anticuerpo, utilizando un ecstuche comercial de Diagnostic Products

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

0.9ng/ml y un coecficiente de variacion (CV)., intra ¢ interensayo de 2.7 ¥y 4.2%

respectivamente.




I.a determinacion de 1GF-1 se realizo con analisis inmunorradiométrico de
dos sitios (IRMA). previa separacion con acido-ctanol de proteinas ligadoras de
I_GF (IGF-BPx) (DS Webster, XL USA). La sensibilidad de este método es de
0.8 ng/ml ¥ los CVs intra ¢ interensayo son de 2.6 ¥ 4.4%, respectivamente.

Los niveles de IGEFBP3 se determinaron mediante un IRMA (DSL,
sensibilidad de 0.5 ng/ml. con CVs intra e

Webster, TX, USA) con una

interensayo de 1%6 ¥y 2.96%%6, respectivamente.

Extraccion de RNA

Al paquete celular obtenido despudés de centrifugar la sangre, se le afiadio”

un buffer de lisis de critrocitos (KIICO3 10 mM. NH4Cl 155mM. 0.1 mM
EDTA): la mezcla se lavo repetidamente con solucion salina 0.9%. descartando
por centrifugacion a 3000 rpm por 10 min a 4°C ¢l sobrenadante que es donde los
restos de eritrocitos permanccen. las células mononucleares que quedaron en el

botén fueron resuspendidas en solucidén salina al 0.9%6 » cuantificadas en un

hemocitometro.

El RNA total fue extraido de las células mediante ¢l método simplificado
de Chomczynski (extraccion con isotiocianato de guanidinio y precipitacion con
fenol-cloroformo) (44). La simplicidad ¥ rapidez de éste método permitio una alta
recuperacion con una baja degradacion del RNA.

Brevemente, una suspension de células ( entre 5 y 10 millones) colectadas

por centrifugacion sc¢ lizaron con 1 ml de reactivo Trizol por pipeteo repetido.



Lucgo de 53 minutos de incubacion a temperatura ambiente para permitir la
completa disociacion de complejos de nucleoproteinas, se agregaron 0,2 ml de
cloroformo  por cada mililitro de reactivo Trizol. las muestras  se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. Se recuperd la
fase acuosa incolora y se precipito ¢l RNA con 0.5 ml de isopropanol por cada
mililitro de Trizol usado. Las muestras se incubaron 30 minutos a -70°C y se
centrifugaron por 10 minutos a 4°C. El boton de RNA se lavo con ctanol 75%, se
secd al aire y se resuspendio en agua tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC).

Se determind su concentracion y pureza por lectura espectrofotométrica a

260 y 280 nm, y sc almacend a -70°C hasta su uso en RT-PCR.

RT-PCR:

Un microgramo de RNA total se desnaturalizo 5 min a 70°C en buffer RT-
PCR (0.02 M Tris-HC! a pH 7.6, 0.05 M KCI, 1.5 mM MgCI2). La transcripcion
reversa sc¢ llevo a cabo durante 2 horas a 37°C, en presencia de 10 pMol del
oligonucledtido antisentido (denominado "4, ¥y comun a ambas isoformas de
RNAm del receptor de GH)., (Figura 1), 2 mmol/L de¢ desoxi-NTPs, 200 U de
transcriptasa reversa (MMLV. BRL, Gaithersburg. MD, USA) y 10 U de inhibidor
placentario de RNAsas (hpRNAsin, US Biochem. Corp).

La reacciéon en cadena de polimerasa (PCR) utiliza ¢l oligonucleétido
antisentido, comun o 3° y los dos oligonucledtidos sentido o 5° para la

amplificacion especifica del DNAc del receptor con y sin el exén 3



(oligonucléotidos +37 y =-3™), (Figura 1). L.a reacceion se leva a cabo en butfer de
PCR (0.05 M KCL 0.037 M Tris-HHCl a pll 9. 1.5 mM MgClI2), con 2.5 U de Taq

polimerasa (Perkin-Llmer, Cetus Corp. Norwalk, CT) y 2 mmol/L. de desoxi-

NTPs. ‘Sc realizaron 30 ciclos de PCR. ¢l primero de los cu;lxlcs constd de una
desnaturalizacion larga de 5 minutos a 92¢° C. lLos ciclos subsiguientes sc
rcalizaron con los siguicentes pardumetros: a) desnaturalizacion a 92°C por 15
segundos. b) alincacion a 52°C por 30 scgundos, ¥ ©) extension a 72°C por 2 min.
Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al 6% tefiido con bromuro
se realizéd mediante

de etidio. La cuantificacion de su proporcion relativa

densitometria.

Anidlisis de resultados:

Se comparé la proporcion relativa de las isoformas del RNAm de los
receptores cn cada ctapa de la evolucion del pacicnte (antes y después del

tratamicnto con Octredtido) mediante ANOVA
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VI. CONSIDERACIONES ETICAS

El tratamicento de la acromegalia con Octreotido s una medida
terapéutica aceptada mundialmente para aquellos pacientes en los
cuales ¢l diferimiento de la cirugia hipofisaria ( tratamicnto definitivo)
es muy prolongado, para pacientes que rechazan la opeion quirargica o
que por algin motivo la tengan contraindicada. para aquellos ya
operados pero que presentan remanente tumoral o recidiva en tanto una
nueva cirugia pucde ofrecerse. o en aquellos casos en que se aguarda el

cfecto de la radioterapia como medida terapéutica.

Una vez seleccionados los pacientes que se incluyeron en ¢l estudio,
se les explicd en qué consiste esta medida terapcéutica y cudles son los
posibles efectos adversos  y  colaterales  scecundarios al uso  del
medicamento.

Los pacientes que aceptaron firmaron una carta de consentimiento.

Asimismo se seleccionaron los controles sanos y se les explicd que
la extraccion de 30 ml de sangre de una vena del brazo no les
produciria ningin beneficio. por tal motivo los mismos también

firmaron una carta de consentimiento.
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El proycecto contemplé las normas éticas, ¢l reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion para la salud y la
declaracion de Helsinski de 1975, enmendada cn 1983.

Sc¢ adjunta formato de la carta de conscentimiento informado para

pacientes y para controles sanos.
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CONSENTIMIENTO INFORMA DO

Yo, declaro
haber sido  informado  que ¢l tratamiento  con  Octredtido
sSandestatina “)que recibird en tanto sca programada mi fecha
quirargica y s¢ completen los detalles pertinentes para la misma,
ademads de mejorar sintomatologia de mi entfermedad. ¥y modificar
¢! tamano del tumor hipotisario que o ocasiona, podri producirme
cfectos secundarios tales como diarrcadistension abdominal. litiasis
vesicular hipotiroidismo.

Ademas, se hace de mi conocimiento que s¢e me haran controles
clinicos cada 15 dias durante ¢! lapso en que reciba ¢l mencionado
tratamiento  y  que mensualmente s¢ me controlara con  un
ultrasonido abdominal a fin de¢ poder detectar precozmente las
citadas complicaciones vesiculares.

Asimismo se¢ me informo que al iniciar los estudios y luego de 2
meses de recibir Octredtido se me extraerin 30 ml de sangre de una
vena del brazo en cada ocasion. para determinacion de hormonas
hipofisarias y para un protocolo de investigacion.

Me han ascgurando que en cualquier momento en que fo desee
podré salir de este protocolo sin que ello me ocasionare ningun
perjuicio en mi atencion médica integral.

Firma del paciente:

Firma del testigo:
Aclaracion:

Vinculo:

Meéxico D.F, a los dias del mes de de 199___.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONTROLES SANOS

Yo. . declaro
que he asentido en que sc me extraigan 30 ml de sangre de una vena
del brazo c¢n una sola oportunidad. la cual sera utilizada en un
protocolo de investigacion.

Dicha extracciéon no me ocasionard ningun benceficio. pero tampoco
ningun perjuicio. por lo que libremente he decidido colaborar con
dicho protocolo de investigacion.

Firma del control sano:

Firma del testigo:
Aclaracion:

Vinculo:

Meéxico, DF, a los dias del mes de de 199___.
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Vi. RESULTADOS

L.as dosis de Octreotido fueron administradas tal como se describe en
materiales y métodos. Durante el periodo de tratamiento, las determinaciones de
laboratorio sc¢ hicicron 30 minutos despuds de una dosis habitual matutina de
Octreotido.

Los controles sanos, presentaron  valores normales en  todas  las
determinacionces de laboratorio efectuadas. Debido al bajo namero de sujetos sanos
estudiados (igual namero que de pacientes), no se¢ tomo al promedio de los mismos
como valor normal, sino que se utilizaron los valores de referencia del Laboratorio
de Determinaciones FHormonales del tlospital de Especialidades del Centro
Meédico Nacional Siglo XXI del IMSS, los cuales estin ajustados a la poblacion

Mexicana.

Manifestaciones clinicas:

Los efectos clinicos de la administracion de Octredtido a corto plazo (hasta
6 meses) en pacicntes acromegalicos ha sido previamente reportado por Ezzat et al
(45), quienes encontraron que cntre 50 ¥y 75% dec los pacientes presentaba mejoria
en la cefalea. fatiga. dolores articulares, acné quistico y sudoracion. En el presente
estudio los tres pacientes estudiados respondicron clinicamente a la administracién

del Octredtido disminuyendo el tamafio de las manos. pies. nariz y lengua. Dos de




cllos manifestaron abolicion de 1a cefalea y ¢l tercero mejoria de la misma. y en

los tres casos hubo disminucion en las artralgias v la sudoracion. Ver Tabla 1.

Ninguno de los tres pacientes presento efectos indescables durante los dos

meses de tratamiento, y los controles peridédicos con el ultrasonido abdominal no

mostraron cambios ¢n relacion o la aparicion de lodo o litiasis vesicular,

agndética Nuclear Hipofisar

Resultados de Resonancia
Los pacientes |y 3 presentaban imagen de microadenoma hipofisario,
ambos de localizacion intrascllar: ¢l paciente 2 tenia un macroadenoma hipofisario

con erosion del piso de la silla turca y presencia de extension suprascllar, pero sin
compromiso del quiasma optico. asi comoe tampoco de 10s senos cavernosos.

No sec evidenciaron otras anomalias en el parénquima circundante.

Determinaciones de laboratorio:

En la tabla 2 se muestran los parametros bioquimicos que resultaron
significativamente diferentes antes v después del tratamiento. Uno de los pacientes
estudiados era diabdtico. por lo cual no se le efectud carga de glucosa oral. En los
tres casos hubo disminucion en las concentraciones de GlH. la que se hizo mas
manifiesta luego de la prueba de supresion con glucosa oral.

En cuanto a las concentraciones de IGF-I. el paciente 1 disminuyé
significativamente su nivel llegando a un valor normal cn relacién a su edad y

sexo; en el segundo paciente. se observa un incremento minimo (< 1%) de dicho

parametro. el cual es menor que la variacion interensayo del método (4.4%6). En el
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tercer paciente hubo disminucion dl-l 19% ¢n el valor de la 1GF-1 sin llegar a
normalizarla.

En los tres pacientes hubo disminucion significativa en las concentraciones
de IGF-BP3, pero en ningan caso descendio al valor normal para su edad.

La insulina basal no presenté cambios con el tratamiento ¢n ninguno de los
pacientes. Lucgo de la prucba de supresion con glucosa oral s¢ observa cl
incremento esperado en las concentraciones de insulina a los 90 minutos. Sin
embargo dicho incremento resulta ostensiblemente mayor luego del tratamiento
con Octredtido.

Por otro lado. la glucosa post-Octreotido resultd diagnostica de intolerancia
a los carbohidratos en los dos pacientes no diabéticos. tal como lo establecen los

-
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud. Este tenémeno no se presentaba

antes del tratamiento.

Los parametros bioquimicos ctectuados. pero que no se detallan en la tabla

2 no se modificaron con ¢l tratamiento y resultaron normales. Es de destacar que

ninguna de las hormonas hipofisarias resulto alterada (datos no mostrados).

Extracciéon del RNA total:

Se efectud segin las condiciones referidas. Se verificéd su integridad

mediante un gel de agarosa al 1%. sc¢ cuantificd su concentracién y pureza

mediante lectura espectrofotométrica a 260 y 280 nm. Se congeld a -70°C hasta su
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utilizacion en RT-PCR. procesindose las muestras de cada paciente en condiciones

basales y lucgo de la administracion del Octredtido en un mismo ensayo.

RT-PCR:

Se estandarizo ¢l método a las condiciones climiticas y ambicentales de la
Ciudad de México. Todas las determinaciones se realizaron con los mismos
reactivos para evitar cambios en la interpretacion.

Las dos isoformas del RNA del GHR fueron encontradas en las células
sanguineas tanto de los controles sanos como de los pacientes acromegalicos.

Antes de la administracion del Octredtido hubo un predominio de la forma
del RNA del GHR que contiene al exon 3 (+3). pero luego de la administracion del
mismo se picerde ese predominio de la forma +3. lo que hace que en el ensayo
compuetitivo la banda correspondiente en ¢l gel de agarosa sca mas manifiesta (ver

figura 2).

Las modificaciones en las concentraciones de insulina y glucosa no se

correlacionaron con los cambios en la expresion del RNA del GHR .
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VIli. DISCUSION

Segin nuestro entendimiento, este es el primer estudio que se realiza

utilizando Octredtido e¢n pacientes acromegalicos virgenes de tratamiento, y
tampoco existen estudios previos en los cuales se intente modificar el ambiente

metabolico acromegalico “in vivo™ para observar cambios en las isoformas del

GHR.

La concentracion de la GH disminuyd considerablemente, sobre todo luego
de la supresion con glucosa. lo cual indica que el octredtido, como efecto final,
disminuye la concentracion de la hormona. produciendo un cambio metabolico en
el paciente que se refleja a simple vista en la mejoria clinica de los pacientes
estudiados. Debido a la disminucion en la concentracion de la GH. la IGF-I, por
efecto de retroalimentacion negativa deberia disminuir en todos los casos, lo cual
no sucede en uno de los pacientes.

La proteina transportadora de IGF-1, IGF-BP3, se considera actualmente el

parametro por excelencia para diagnéstico y control de la evolucion de los

pacientes acromegalicos tratados debido a que reflegja mas fielmente las
concentraciones de IGF-1 circulante. El valor de esta proteina transportadora,
disminuyo en los tres pacientes. Si correlacionamos este hallazgo de laboratorio
con los cambios clinicos obsecrvados, vemos que efectivamente estc parametro
refleja mas confiablemente la mejoria en los cambios metabdlicos observados.

Obtuvimos cambios cn la proporcion de la expresion del GHR, lo cual

apoya la idea de que la regulacion de dicho receptor puede ser modificada por
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cambios metabolicos del sujeto en cuestion, ya que éstos cambios se aunaron a una
disminucion en las concentraciones de la GHL

Considerando que la eficacia de amplificacion del cebador (“primer™) *-37
es unAZO% menor que la del 3", se puede concluir que la forma que no contiene
al exon 3 es la que predomina luego de la administracion del octredtido.

Por ¢l momento nos e¢s imposible corrclacionar los cambios a nivel
molecular con los cambios a nivel bioquimico, sin embargo es probable que los
cambios metabdlicos en el entorno celular, conlleven a cambios en la transcripcién

del receptor.
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IX. CONCLUSIONES

El tratamiento con Octreatido produce cambios metabdlicos que se reflejan

tavorablemente  ¢n los  cambios  clinicos  observados en el paciente
acromegailico.

= Las dos isoformas del RNA del receptor de la hormona de crecimiento son
detectables en las células sanguineas de los controles sanos y de los pacientes
acromegiilicos.

= La proporcion entre ambas es variable en condiciones basales y lucgo de la

administracion del octreotido.
RNA del

* No se encontro relacion entre la proporcion de las isoformas del
receptor de la hormona de crecimiento y las concentraciones de glucosa. insulina e
IGF-1. probablemente debido al namero reducido de pacientes estudiados.

= La proporcion entre ambas isoformas del RNA del receptor de la hormona de
crecimiento varié luego de la administracidn del octredtido quizas porque éste
modifica el ambiente metabdlico acromegalico al disminuir las concentraciones de
la hormona de crecimicento.

Este estudio. que tienc un numcro reducido pacientes. no nos permite
dilucidar si ¢l estimulo para que estos cambios transcripcionales se lleven a cabo
es la disminuciéon en la concentraciéon de la GH. la glucosa, la IGF-I. el incremento
de la insulina o tal vez otro parimetro que no se ha investigado. Sin embargo abre

el camino para investigaciones futuras que aclaren aspectos moleculares de la

regulacién hipotilamo-hipofiso-periferia en la acromegalia.
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X. TABLAS. FIGURAS

DNAc del receptor de GH

-3
—
+3
— dtm
U
2 3 4 5 6 7 8 e
«—
4

Productos de PCR:

3 a 151 pb
2 a 126 pb

Figura 1
Diagrama de localizacién de los diferentes oligonucleétidos dentro del mapa
exdénico de la porcion extracelular del receptor de GH y del tamariio de los
productos de PCR.

dtm: dominio transmembrana, pb: pares de bases
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PACIENTES

Pre-oct _Post-oct

Tabla 1 .
1 1 2 2 3 3
Pre-oct_Post-oct Pre-oct_Post-oct
o Cefalea + - + - -
o Lengua + - + -
e Artralgia + - + -
e Acrocrecim. -+ - + -

Cambios clinicos relevantes luego de la aplicacion de Octredtido.
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PACIENTES

GH ng/ml
e Basal
e 90 min

Insulina
mULI/L
e Basal
e 90 min

Glucosa
myg/dl

e Basal
e 90 min

(+3:-3)

Precoct

78
81

5525

Postoct

50
21

31
170

106

167

5SS

4491

1:2
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Tabla 2
2 2
Preoct Postoct

31 17
23 13
28 26
193 304
o8 108
135 170
594 599
5891 4528
2:1 1:2

3

Preoct

7.5

10

156

670

4486

3

Postoct

3.7

140

563

3863

1:2



Gel de agarosa

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

Pre-Octredtido Post-Octredtido

Figura 2

Gel de agarosa representativo de un paciente antes y después del tratamiento con el
andlogo de¢ la somatostatina.
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