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RESUMEN.

La hormona de crecimiento (GH) y la prolactina (PRL) son dos hormanas de origen
hipofisario quimica y biologicamente muy similares que constituyen junto con ef factégeno
placentario la familia de las hormonas lactotrépicas somatotropicas. Mientras que la elevacion
de la PRL determina alteraciones de la funcién gonadal y galactorrea, la de la GH causa
acromegalia que se debe generalmente a la presencia de un adenoma de la adenohipdfisis.

En este trabajo se estudiaron 14 pacientes con adenoma hipofisario y manifestaciones
clinicas de acromegalia, de 21 a 54 affos de edad que se clasificaron en tres grupos de
acuerdo a su concentracién de hormona de crecimiento (GH) y prolactina (PRL).

Grupo I.- 5 pacientes con GH elevada (7.6 - 36.6 ng/ml) y una concentracion normal de
PRL (4.7 - 9.7 ng/ml).

Grupo Il.- 4 pacientes con GH normal (0.61 - 1.75 ng/ml) y PRL elevada (69.60 - 152.0
ng/ml) con datos clinicos de acromegalia,

Grupo lil.- 5§ pacientes con GH elevada (21.40 - 222.0 ng/ml) y PRL también elevada
(29.4 - 2020 ng/ml).

A todos los pacientes se les tomaron muestras de sangre venosa entre las 7 - 9 am, en
ayunas, separando el suero en dos porciones y congelandolas a -20° C hasta realizar el
estudio hormonal en una de ellas;después la otra se sometié a un estudio de filtracion en
Sephadex G-100, para separar las formas moleculares de las hormonas de acuerdo a su
tamario molecular: oligomeros de 100 a 60 kDa, dimeros de 52 - 40 kDa, monémeros de 26 -
22 kDa y fragmentos de 16 - 2 kDa.

La columna utilizada fue calibrada con marcadores de peso molecular conocido antes
de apilicar las mf:estras de suero, eluyendo con amortiguador de fosfatos 0.01 M. pH 7.4
adicionado de NaCl 0.1% y albumina bovina al 0.1%,a una velocidad de 6mih a 4°C .Las
hormonas fueron cuantificadas en cada .una de las fracciones por radioinmunoanalisis. Los

perfiles cromatograficos obtenidos en los pacientes con acromegalia se compararon con los



de 5 pacientes normales, con cifras de PRL y GH también normales. El estudio cromatogréfico
de GH mostré en el grupo control, un predominio de las formas ofigoméricas (100 - 60 kDa)
mientras que en los pacientes acromegdlicos de los grupos | y liI predominaron los
monémeros de la hormona (26 -'22 kDa). En el grupo il no pudo determinarse el perfil de la
GH debido a su baja concentracién, pero se encontr6 en este grupo que el perfil
cromatografico de la PRL también mostraba e} predominio de las formas monoméricas (26 -
22 kDa), siendo muy similar al perfil de la GH en los pacientes de los grupos | y Il

Estos resultados indican que la variedad molecular predominante de la GH(%) en los
pacientes acromegalicos tiene un peso molecular menor que en {os sujetos normales y
corresponde a |a forma pequeria, la forma monomérica de 26 - 22 kDa,biolégicamente la més
activa. Por otra parte, en los pacientes del grupo Il considerando: a) los bajos niveles de Ia
GH, b) la elevada concentracion de PRL, c) la semejanza estructural entre las dos hormonas y
d) los resultados del estudio cromatografico, con predominio de formas monoméricas de PRL,
similares a las de GH, se puede concluir, que en estos pacientes, la PRL es la hormona que
condiciona la acromegalia o un cuadro acromegaloide, por una posible interaccién a nivel de

los receptores de GH, lo que puade desencadenar el efecto bioldgico.



CAPITULO 1

INTRODUCCION.

Las hormonas son sustancias quimicas producidas por las gldndulas endo6crinas que regulan
numerosas actividades del organismo como son: la repraduccion, el crecimiento y el desarrollo; el

mantenimiento del medio interno, y la produccion, utilizacion y almacenamiento de la energia.(1)

Segun su estructura quimica las hormonas se clasifican en: 1) aminas o derivados de
aminoacidos, 2) hormonas protéicas o peptidicas y 3) hormonas esteroides. Entre las hormonas

protéicas tenemos a la hormona del crecimiento { GH ) y la prolactina ( PRL )(2).

La GH y la PRL son sintetizadas por la adenchipéfisis y forman parte de un grupo de
hormonas constituidas por una sola cadena polipeptidica. Ambas estdn muy relacionadas
estructuralmente y provienen de un gen ancestral coman(3), La molécula de la homona de
crecimiento humana ( hGH ) contiene 191 aminoéacidos y cuenta con dos puentes disulfuro que se
forman entre residuos de cisteina adyacentes. La PRL contiene 198 aminoacidos y presenta tres
puentes disulfuro, existiendo elevado grado de homologia entre las dos hormonas, por lo que pueden
presentar similitud en su accién bioldgica constituyendo junto con el factégeno piacentario el grupo de
las llamadas hormonas lactogénico somatotrépicas (Figura 1).

La regulacion del crecimiento en el humano, esta mediada de manera predominante por la
GH, conocida como somatotropina u hormona del crecimiento. La actividad bioldgica de la GH es
fundamentalmente metabodlica y se ejerce, en practicamente todos los tejidos del organismo. Su
auserncia causa enanismo y su exceso en niiios provoca gigantismo o bien la acromegalia en adultos,
la cual se debe a una elevada concentraciéon de GH por la presencia de un adenoma hipofisiario

secretor de la hormona.



FIGURA 1.-Estructura de la Prolactina (parte superior) y de la Hormona del crecimiento humana
(dibujo inferior), puede apraciarse la semejanza entre ambas hormonas.

Fuente: Manual de quimica fisiologica . Harper A.H. 1975.



La prolactina es una hormona con un paso molecular aproximado de 22, 000 y al igual que la
GH es producida por las células acidofilas de la adenohipéfisis. En el hombre, la PRL actia como
agente anabdlico, simulando los efectos de la GH, aunque es menos activa. En la mujer su
concentracion aumenta durante el embarazo estimulando ei desarrolio mamario y la actividad
lactogénica en el posparto inmediato, asegurando asi la produccién de leche y la alimentacion del
recién nacido, de ahi su nombre. En condiciones patologicas la hormona es secretada a la circulacion
en elevadas cantidades por un adenoma hipofisiario productor de la hormona (prolactinoma).

En la actualidad se sabe por estudios cromatograficos y de electroforesis asi como
radloinmunoandlisis, que la mayoria de las hormonas peptidicas, sino todas, existen en el plasma y
en los extractos hipofisiarios en mas de una forma molecular. Estas variedades moleculares puaden
presentar diferente grado de actividad Hioldgica, y representan precursores o productos resultantes
de la polimerizacién o del metabotismo de la hormona bioldgicamente activa, bien conocida y
caracterizada. Esto da lugar a la heterogeneidad molecular observada tanto en los extractos

pltuitarios como en el suero4),

De acuerdo a estudios recient te realizados, la heterogeneidad de las hormonas puede
deberse a diferentes causas: origen genético, por modificaciones postranscripcionales,
postranslacionales, o eventos postsecretorios(5). Asi ambas hormonas existen en la circulacion en
varias formas moleculares, y esta heterogeneidad parece ser la responsable de las acciones
complejas y algunas veces contradictorias de ambas hom\onas.(s)

La importancia de la heterogenicidad molecular en la fisiologia de la hormona de crecimiento
( GH ) y la prolactina humanas ( PRL ) fué apreciada hasta Ultimas fechas.

La GH es una de las hormonas polipéptidicas mas heterogéneas, entre sus formas nativas
conocidas tenemos: la GH 22 kDa que es la mas abundante en [a hipéfisis, su peso molecular es de
aproximadamente 22, 000 daltons. En cuanto a su actividad bioldgica interviene fundamentalmente
en la promocion del crecimiento.(5}

La GH 20 kDa es una cadena de 176 aminoacidos y es la segunda variante mas abundante

en hipéfisis, sin embargo no existen datos concluyentes acerca de su accién promotora del



crecimiento en humanos(e),por otra parte tiene disminuida su actividad parecida a la de insulina
(insulin like activity) y la actividad lipolitica sobre los 4cidos grasos libres en comparacién a lade 22
kDa(?),

En hipofisis y en suero se presentan también los dimeros de la hormona ilamados “ Big * GH,
que pueden ser homodimeros ( 20 kDa/ 20 kDa 6 22 kDa / 22 kDa) o helerodimeros ( 20 kDa / 22
kDa). Sobre su actividad biologica hay muy poca informacion, solo se sabe que su actividad
promotora del crecimiento es baja enire 10-20 % de la actividad que presenta la GH monomérica de
22 kDa, aunque parecen tener actividad lipolitica o lactogénica elevada,dependiendo del tipo de
dimero (8:9)-

También existen en hipdfisis formas muy grandes de GH denominadas " Big-big "; aunque
no existe suficiente informacion sobre su estructura, se sabe que pueden ser tri, tetra 0 pentameros,
de la forma monomérica o bien la forma monomérica unida a proteinas figadoras de alta y baja
afinidad(10)-

Otras formas de GH encontradas tanto en el suero como en la hipéfisis, son pequefios
péptidos de menos de 16 kDa que se piensa tienen actividad diabetogénica muy elevada y que no
presentan actividad promotora del crecimiento, ni actividad semejante a la insulina.

En cuanto a la PRL, a la fecha son bien conacidas 3 formas moleculares de la hormona
reveladas por filtracion en gel. La mas importante en el perfil cromatografico es la mas pequefia, que
eluye en las fracciones comrespondientes al estandar de PRL "125; es una estruciura con peso
molecular de 22 kDa. A esta forma molecular se le llama " little " PRL, comresponde a la forma
monomérica de la hormona y parece ser la forma mas activa. Las otras dos formas moleculares de '
mayor tamario son " Big-big " PRL que eluye justo después del volumen de vaciado del sistema (Vo)
con un peso molecular aproximado de 100 kDa, y fa " big " PRL con peso molecular de 40-65 kDa,
que aparece en el volumen de eluciéon de la albﬂmina("'m'w). Ambas formas presentan menor
actividad biolégica que " little " PRL. Se cree que la " big" PRL puede ser el dimero y la " Big-big "
PRL un polimero o el precursor de ia hormona. En estudios recientes se ha reportado la presencia de

una variante de PRL glicosilada ( G-PRL ) con un PM aproximado de 25, 000 - 28,000 daltons y ha



sido aislada de cultivos de tumores secretores de PRL(M) y se ha identificado también en suero

humano. Dicha forma parece ser menos activa que la forma monomérica no glicosilada, y es de

interés por considerarse que regula la concentracién de la PRL activa (22 kDa)(15). Asi, el
polimorfismo de PRL es muy importante ‘porque parece guardar relacion con la actividad biologica de
la horrnona(12) penséandose que alguna de sus formas moleculares por su semejanza estructural con
la GH puede ocupar los receptores de la hormona y manifestar una acci6n anabdlica o
somatotropica, a su vez la GH puede presentar actividad factogénica.

Por esta razén se considerd necesario estudiar la composicion cualitativa y la proporcién de
as diferentes formas moleculares de GH y PRL, en pacientes con acromegalia, sindrome

acromegailoide y tumores mixtos.



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO.

Actuaimente se sabe que el cuerpo humano dispone de dos si de integracion: el

sistema nervioso y el sistema endécrino.

El sistema endécrino es el conjunto de todas las glandulas de secrecién intemna, las cuales
secretan una serie de sustancias complejas llamadas hormonas, que son transportadas a través de la
sangre y tienen como funcidn estimular o inhibir la actividad metabdlica de glandulas u 6rganos
"blanco”, efectores que a su vez controlan el metabolismo, el crecimiento y la reproduccién.(m)

Las glandulas endécrinas se dividen en dos grupos principales: 1) aquellas que forman una
unidad funcional con la adenohipéfisis, y son dirigidas por esta glandula central influyendo también
poderosamente sobre élla para regular su secrecion; tal es el caso de la tiroldes, la corteza
suprarrenal y las gonadas 2) las no dependientes de ia secrecion adenohipofisiaria, como el pancreas
y el estdmago.

La hipdfisis, que significa "crecimiento por debajo", se localiza debajo del cerebro, y como ya
se menciond, tiene un papel importante en la funcién endécrina del organismo. La glandula se divide
en tres partes. el l6bulo anterior (adenohipdfisis), el I6bulo posterior (neurohipéfisis) y el "idhulo
intermedio” (porcidn intermedia)(Figura 2).

La neurohipofisis, esta conectada directamente con el hipotalamo, mediante fibras nerviosas,
existiendo ademas Interaccion vascular, a través del tallo hipofisiario. La neurohipéfisis contiene

también células de tejido conectivo no neural (células de neuroglia), conocidas como pituicitos.
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FIGURA 2.-Reconstruccién esquematicamente simplificada de! hipotdlamo y de la pituitaria.
Fuente; Manual de quimica fisiolégica . Harmper A.H. 1975.



La adenohipdfisis por otra parte esta altamente vascularizada y sus células son reguladas en
su actividad endocrina por hormonas elaboradas por el hipotalamo, que se liberan al sistema venoso
porta hipotalamo-hipofisiario(17),

La adenohiptfisis contiene dos grupos principales de células histolégicamente diferentes. Se
designan como cromofobas, aquellas células pequeiias con citoplasma granular que no se tifien bien,
y croméfilas, a células grandes que tienen abundantes granulos y que se tifien con facilidad .

Las croméfilas se subdividen en baséfilas y aciddfilas, dependiendo de su afinidad tintorial
con el uso de diversos colorantes. La adenohipdfisis tiene cuando menos seis tipos diferentes de
células, y cada una secreta una hormona especiﬁca.(1a) asi por ejemplo la proractina (PRL) se

produce en los lamados lactotropos y la hormona del crecimiento (GH) en los somatotropos.

MECANISMO DE ACCION HORMONAL.

Como ya se ha mencionado las hormonas pueden dividirse desde el punto de vista estructural
en tres clases: polipéptidos, derivados de aminoacidos y esteroides. Las primeras incluyen hormonas
como la prolactina (PRL) y la hormona de crecimiento (GH), las aminas comprenden sustancias como
la tiroxina y las catecolaminas; y las tltimas incluyen las hormonas gonadales como los estrogenos y
la lestosterona(19). Esto es importante porque de su estructura dependse, la forma como se unen a
sus raceptores y su mecanismo de accion.

Algunas hormonas como [os esteroides y posiblemente las hormonas tiroideas, penetran al
interior de las células hasta su localizacion nuclear, donde van a actuar directamente sobre el
genoma, ofras como las de naturaleza proteica no pueden penetrar y por ello se localizan
exclusivamente en la membrana celuiar, donde se unen a receptores especificos, requiriendo uno o
varos intermediarios para desencadenar las modificaciones intraceiulares caracteristicas de la
activacion del receptor. Entre ellos destacan primordialmente los mononucleétidos ciclicos, como el

AMP y el GMP, a los que se considera como segundos mensajeros de la accién hormonal.
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Actualmente se admiten dos mecanismos principales de accién de las hormonas:

1.-Regulacion de la sintesis protéica. A partir de 1964 se ha ldo comprobando que la mayorla
de hormonas esteroides conocidas regulan la sintesis de proteinas y del RNA. Posiblemente efectuan
tal acclén, activando a los genes y provocando la transcripcion de diferentes especles de RNA
mensajero, que codifican la sintesis de proteinas especificas. Tal hipdtesis ha hallado amplia
confirmacion experimental. Por autoradiografia se ha demostrado que tales hormonas se localizan en
los nticleos celulares de los tejidos efecteres.
Es posible que en algunos casos la exposicién prolongada a una hormona aumente el nimero de

" receplores y por lo tanto la sensibilidad celular a la misma, sin embargo en otros casos disminuye la

sintesis del receptor (Down regulacion).

2.-Accién a nivel de la membrana celular y formacion del AMP ciclico (AMPc o segundo
mensajero). Este mecanismo de accion ha sido conocido, a partir de los trabajos de Sutheriand, en la
década de los 50's, para la mayoria de las hormonas protéicas: ACTH, LH, TSH, MSH, glucagon,
insulina, adrenalina, histamina y otras. La hormona se une al receptor especifico, localizado en la
membrana y estimula el sistema de ia adenilciclasa, enzima que favorece la formacioén, a partir del
ATP, del adenosinmonofosfato ciclico (AMP ciclico o 3, 5-AMP). Este producto de gran importancia
biolégica, traduce los efectos especificos de las hormonas mencionadas. La especificidad de la
accion hormonal queda garantizada por el receptor especifico para cada hormona, localizado en ia
membrana celular. El efecto bioldgico de las hormonas es asi ejercido, no directamente por ellas, sino
por el AMPc, el cual ha recibido por ello el nombre de segundo mensajero. El AMPc es inactivado por
una fosfodiesterasa especifica que lo convierte en 5-AMP. El aumento de AMPc se puede obtener
por dos mecanismos: a) estimulando al sistema adenil-ciclasa mediante la hormona especifica (primer
mensajero); b) bloqueando la degradacién del AMP ciclico, lo cual se consigue al inhibir la
fosfodiesterasa. Sin embargo en algunos sistemas no puede aceptarse que los nucledtidos ciclicos
sean los madiadores en los efectos hormonales..Se han postulado otras alternativas, de las cuales la
del flujo celular de calcio es la mas interesante. Algunas hormonas como la insulina, al actuar sobre

su receplor especifico, modifican el transporte de! caicio por las membranas plasméticas,
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estableciéndose un flujo celular por su captacién por el reticulo endoplésmico y las mitocondrias, lo
que podria servir de mensajero(16).

En ofros casos la accion del caicio puede estar interrelacionada con el sistema de la
adenilciclasa, que al producir AMPc, puede estimular quinasas especificas, que ocasionan salida de!
calcio intracelular, principalmente de la poza mitocondrial. Esto aumenta el calcio en el citosol, el cual
actua sobre varias enzimas, algunas de las cuales son fosfoproteinas.El caicio mismo inhibe la
adenilciclasa para astablecer una via de retroalimentacion negativa.

Otros intermediarios de la accién hormonal son las prostaglandinas involucradas en la accion de la
prolactina, ya que su efecto puede ser limitado por las mismas; los inhibidores de s'intesls de

prostaglandinas bioquean algunos de sus efectos.

HORMONA DE CRECIMIENTO.

La hormona de crecimiento (GH) es un polipéptido constituido por una sola cadena de 191

aminodcidos con dos puentes disulfuro y con un peso molecular aproximado de 22, 000(3), que como
ya sa menciono,es sintetizada y secretada por las células somatotropas de la adenohip()ﬁsis(1 9 g
contenido de GH de una hipdfisis normal humana es de aproximadamente 3 a 7 mg, y una vez
liberada tiens una vida media corta. Proviene de un péptido precursor de mayor tamafio que es el
pre-GH (peso molecular de 28, 000) que también llega a aparecer en la circulacion, pero hasta la
fecha parece carecer de importancia ﬂslolégica(zo)'
Es probable que la hormona del crecimiento, la prolactina y el lacibgeno placentario humano (hPL)
que tienen gran homologia provengan de un gen ancestral comt'm(a) y aunque presentan diferencias
en su estructura e importancia funcional intrinseca, siguen compartiendo propiedades lactogenas y
somatotropicas (estimulacion del crecimiento).

La funcion primaria de la hormona del crecimiento o somatotropina es estimular el crecimiento

lineal de musculos y huesos, aunque gran parte de esta accién estimulante del crecimiento es



mediada por las somatomedinas, familia de péptidos pequeiios producidos en el higado,
estructuraimente relacionados a la insulina.

La hormona de crecimiento, actuando a través de las somatomedinas aumenta la sintesis
proteica, estimulando la captacion de aminoécidos y acelerando la transcripcion y traduccion de
RNAm(m). Ademds la GH tiende a disminuir el catabolismo proteico movilizando las grasas que
constituyen una fuente mas eficaz de combustible, es decir induce lipolisis y liberacion de dcidos
grasos a partir de tejido adiposo, y estimula su conversién a acetil-CoA, compuesto & partir del cual
se libera gran cantidad de energia.

Este efecto de ahorro proteico puede constituir el mecanismo de mayor importancia, por el
cual la GH estimula el crecimiento y desarmolio de los tejidos.

Esta hormona también modifica el metabolismo de los carbohidratos disminuyendo la utilizacion y la
captacion de glucosa at interior de las células(zz'za), por lo que tiene un efecto hiperglucemiante.

En condiciones fisiolégicas normales ia hormona de crecimiento humana es secretada durante
el suefio noctumno, en respuesta a pulsos episddicos del factor liberador de GH (GRF) de origen
hipotdlamico. Su secrecién es disminuida por un péptido inhibidor hipotélamico flamado
somatostatina (Figura 3).

La GH de los extractos hipofisiarios y del plasma no es homogénea, esta formada por una
mezcla de variantes moleculares que difieren en su secuencia de aminodcidos, peso molecular y
carga eléctrica debido a modificaciones efectuadas durante la translacion o post-transiacionalmente,
asi conio por su unidn a proteinas e hidrdlisis enziméatica, lo que da origen a fragmentos(24'25). A
esta variedad de formas moleculares se le conoce como heterogeneidad molecular.

El interés en la heterogeneidad de la hormona de crecimiento ha aumentado tltimamente
debido a que se observé que algunas de estas formas son bioldgicamente mas activas que otras y
que ademas ciertas actividades de la GH como la actividad promotora de! crecimiento y su accion

diabetogénica podian disociarse y estar confinadas en una variante determinada.
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En la actualidad se sabe que la forma predominante de GH en hipéfisis y la mas activa es el

mondmero de 22 KDa aunque existen otras formas moleculares, que se muestran en la tabla No 1.

TABLA 1.- Formas mayores de hGH en suero.

VARIANTE PESO MOLECULAR | GENE/CROMOSOMA COMENTARIOS
APROXIMADO
(kDa)
hGH Monomérica 22 hGH-NM7 Aproximadamente 75 %
pituitaria de hGH inmunorreactiva
total.
hGH 20 kDa 20 hGH-N/17 Aproximadamente 16 %
T ) de hGH Inmunorreactiva
total.
hGH " Grande " Dimeros.
hGH " Grande - a) Agregados.
Grande " b) hGH unida a
complejos proteicos.
Fragmentos Presente en suero en
estado basal.
¢ Formados en tejidos?
hGH Placentaria Secretada por placenta.
Formas glicosiladas de
hGH placentaria.




PROLACTINA.

La prolactina (PRL) también llamada hormona lactogénica es una hormona proteica con peso
molecular aproximado de 22,000 daltons, consta de una simple cadena polipeptidica compuesta por
198 aminodcidos con tres puentes disulfuro.

Se plensa que en los animales y en ia mujer, la PRL tiene un efecto sinérgico con ia LH
activando la formacion de cuerpo liteo y estimulando la produccién de progesterona. En fa especie
humana ademas de su accién lactogénica y luteotrdpica, se le atribuye un papel mamotrdpico,
condicionando el crecimiento de la glandula mamaria a la pubertad. De igual manera durante el
embarazo la PRL incrementa notablemente su concentracion y su papel principal es el desarrolio de
la glandula mamaria y su preparacion para la ladancia.(ze)

En el puerperio, la prolactina desempeiia un papel clave para la secrecion de leche en la
glandula mamaria diferenciada, y estimula la sintesis de proteinas de la ieche, tales como a-lacto
albumina y caserna(27). Ademas se sabe que incrementa |a capacidad de la gldndula mamaria para
atraer y retener linfoblastos secretores de Ig A, aunque se desconoce el mecanismo por el cual esto
ocurre . Después del parto los valores de PRL disminuyen, pero se mantienen elevados en relacién a
los del ciclo menstrual en las madres que amamantan a sus hijos. La PRL se relaciona también con la
reproduccion, ya que mientras se encuentra elevada, afecta negativamente el ciclo reproductivo,

Los niveles circulantes de la PRL presentan un claro ritmo circadiano, con elevaciones
nocturnas asociadas a ia fase de sueiio mas profundo. En el control y regulacion de la secrecién de
PRL intervienen principalmente dos factores: el factor inhibidor de la prolactina (PIF) y la hormona
liberadora de PRL (PRF). La estructura quimica de ambas se desconoce, sin embargo existen
evidencias de que el PIF corresponde a la dopamina, mientras que el PRF probablemente
corresponde a la hormona liberadora de tirotropina (TRH) o a un péptido quimicamente relacionado
ya que la administracion de esta hormona hipotalamica, induce la liberacion de PRL. La secrecion de
PRL al igual que la de GH se incrementa durante el stress, ya sea fisico o psicoemocional y también

con la administracion de es(régenos.(zs)
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CLASIFICACION DE LAS ENDOCRINOPATIAS.

Se tienen dos tipos principales de endocrinopatias:

1) Estados de hipofuncién endocrina.

Se deben principalmente a la -insuficiente produccion o descarga de una determinada
hormona, bien sea por alteracion anatémica o funcional de la glandula que la elabora. Aunque menos
importantes tenemos otros mecanismos de hipofuncion como son: la conjugacién, inactivacion o
degradacién demasiado répida o intensa y la presencia de anticuerpos antihormonales espontdneos
o inducidos.

" También cabe Incluir aqui, las falsas hipofunciones endocrinas o seudosndocrinopatias, asi llamadas,
porque sin existir defecto glandular alguno en la secrecion, pueden faltar los receptores hormonales o
los efectores periféricos dejan de responder, produciéndose una alteracion; asi por ejemplo a los
indios americanos no les sale barba a pesar de no tener hipogonadismo.Otras veces ocume lo
contrario, los efectores periféricos responden excesivamente a cantidades normales de hormona
causando un cuadro clinico, por ejemplo acromegalias parciales ante niveles normales de hormona
de crecimiento.

2) Los estados hiperfuncionales endocrinos en general son consecutivos a la produccion
excesiva de la correspondlente hormona, pero otras veces dependen de la aludida mayor respuesta
de los efectores, menos frecuentemente a la inactivacién lenta o la excrecion retardada de la
hormona en cuestion.(16)

Entre este ultimo tipo de endocrinopatias tenemos a los adenomas hipofisiarios.

Adenomas hipofisiarios:
Los adenomas hipofisiarios son relativamente comunes, se ha calculado que representan
aproximadamente el 15 % de todos los tumores intracraneales. Dentro de estos adenomas tenemos

diferentes estirpes:
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1) Los adenomas croméfobos, representan la neoplasia hipofisaria mas comdn. La mayoria de
dichos tumores son microscopicos y se presentan en ambos sexos, con mayor frecuencia en la sexta
década de la vida.

En algunos casos de adenoma croméfobo, el tumor puede ser mixto elaborando una o mas
hormonas, tal como se ha demostrado en algunos casos de sindrome de Cushing, que cursa con
hiperplasia adrenal virilizante y galactorrea.

Por ofro lado se ha demostrado con base en estudios histolégicos sisteméticos que casi todos los
adenomas cromofobos clasificados anteriormente como " no funcionantes " , son realmente

adenomas productores de prolactina, gonadotropinas (L.H, FSH) o tirotropina (TSH).

Prolactinomas:

Los prolactinomas o tumores hipersecretores de PRL constituyen el tipo de adenoma mas
comun; surge generalmente de las alas laterales de la zona anterior de la hipofisis, pero crece, llena
la silla turca y comprime los idbulos anterior y posterior. El tamafio del tumor varia mucho desde
microadenomas (tumores menores de 1 cm de diametro) hasta grandes masas invasoras con
extansion extrasillar. Cuando se hace el diagnostico en la mujer casl todas tienen microadenomas en
cambio en el hombre es frecuente que no se diagnostique hasta que es un macroprolactinoma. Los
prolactinomas a menudo muestran necrosis parcial espontanea y de este modo en 30 - 40 % de los
enfermos hay una imagen de silla turca vacia.

La expresion clinica mas caracteristica de la hiperprolactinemia es la galactorrea, que puede
definirse como una secrecidn persistente de la mama, parecido a la secrecion lactea, que ocurre sin
relacion al paro, o bien que persiste durante varios meses post-parto en ausencia de
amamantamiento(@9-30)-

La galactorrea se presenta tanto en el hombse como en la mujer; en el hombre es menos
frecuente, supuestamente por que la mama recibe menor estimulo estrogénico,

Por otra parte, puede presentarse también galactorrea, en mujeres que tienen niveles normales de

prolactina(31)lo que se ha tratado de explicar en base a varias teorias: 1) una excesiva sensibilidad
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del tejido mamario a dicha hormona, debido a un aumento de los recepltores de PRL, 2) cambios en
fos ritmos de secrecion de PRL, 3) a una elevada concentracion de GH. (32)

Por otro lado el 90 % de las mujeres con prolactinomas, presentan amenorrea, que es la
ausencia temporal o permanente de la menstruacion, en el periodo comprendido entre la pubertad y
la menopausia, o bien oligomenorrea con anovulacion y esterilidad.

En los varones el exceso de PRL a vaces ocasiona galactorrea, pero la manifestacién mas comin es
el hipogonadismo, en el cual el sintoma inicial es la disminucion de la libido. La impotencia también

se observa en varones hiperprolactinémicos, asi como la esterilidad, ocasionada por una disminucion

" en la cantidad de espermatozoides.

Los prolactinomas son generalmente de crecimiento lento, si bien no se ha precisado la

evolucion propia de los microadenomas.

Adenomas Mixtos.

Dichos tumores, aunque predominantemente croméfobos poseen un pequefio nimero de
células basdfilas o aciddfilas que justifican el término de " adenoma mixto "

Entre estos tenemos dos tipos:
a) Adenomas acidofilos.
b) Adenomas basofilos.

En los adenomas aciddfilos, la hiperfuncion de las células de ia adenohipofisis produce GH y
conduce a los cuadros clinicos de gigantismo y acromegalia, la cual es una enfermedad crénica que
se manifiesta por una aumenio gradual, pero ostensible, del tamafio de las manos, pies y craneo, asi
como un trastorno generalizado con efectos nocivos en muchos 6rganos. Esto se atribuye a una
excesiva secrecion de hormona de crecimiento o somatotropina, que causa un crecimiento
longitudinal excesivo en los jovenes, cuyas lineas epifisarias estan todavia abiertas produciendo el
gigantismo. En individuos de mayor edad, el cierre de las epifisis impide cualquier ulterior crecimiento
en longitud, sélo es posible el crecimiento de partes blandas, lo cual conduce a la acromegalia. A

veces se desarrollan gigantes hiperpituitarios, incluso en la nifiez.
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El tamaiio del tumor varia de manera considerable; en algunos casos es pequeiio y se halla
embaebido en el interior de un lébulo anterior pequefio o normal. Ocasionalmente puede detectarse un
pequefio adenoma acidéfilo asintomatico, sin llegar a observarse ninguna de las caracteristicas de la
acromegalia. Posiblemente, dicho tumor no produce excesivas cantidades de hormona de
crecimiento.

La otra hormona producida frecuentemente por los adenomas mixtos, es la PRL por lo que los

pacientes pueden presentar gatactorrea,

Acromegalia.

En estos ultimos afios (Besser, Schally, Kastin y Hall, 1974-1990) se ha sustentado que la
acromegalia podria ser una enfermedad primitiva de! hipotalamo por falta de somastostatina el factor
inhibidor de la GH (GH-RIH). Esta deficlencia permitiria una secrecién adenohipofisiaria excesiva de
hGH con aparicién secundaria de hiperplasia o de un adenoma. Esta enfermedad crénica afecta por
igual a ambos sexos y el promedio de edad en que se hace el diagndstico es alrededor de los 40
aflos, es poco frecuente, aproximadamente 1 caso por cada 10, 000-15, 000 enfermos asistidos en
preclinicas.

En la acromegalia, el tumor es de ordinario lo bastante grande para erosionar y agrandar las
paredes de la silla turca, de forma que en la mayoria de los casos en el examen radiologico, se
observa una silla turca agrandada. Es comtn observar que el tumor se extienda hacia arriba en el
interior de la cavidad craneal y hacia abajo en los senos esfenoidales.

Son especialmente caracteristicas en la acromegalia las alteraciones de la cara y de las
extremidades. La nariz, el mentodn, los labios y las orejas crecen a menudo hasta lo grotesco. Hay
proliferacién de tejidos blandos con agrandamiento de pies y manos, y por lo regular se presenta
sudoracion, piel grasosa, fatiga y aumento de peso.

Suele comprobarse, ademas, esplenomegalia, o sea gran aumento del tamaiio viseral, incluso
del corazédn, asi como agrandamiento de los organos genitales extemos. En ocasiones la voz se

vuelve ronca y grave. No rara vez aumenta la dotacién pilosa, que en las mujerss ofrece una
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distribucion viril, cayendo en cambio, a veces, el cabelio (calvicie viriloide) (16.19), E| cuadro 1 nos

muestra la frecuencia de los datos clinicos hallados en la mayoria de los pacientes (33),

Cuadro 1. Manifestaciones clinicas de acromegalia en 100 pacientes.

Manifestaciones del exceso de GH.

Agrandamiento acral 100
Hiperplasia de tejidos blandos 100
Hiperhidrosis 88
Letargia o fatiga 87
Aumento de peso e 73
Parestesi 70
| Artralgias g9
Fotofobia 46 v
| - Papilomas 45 -
{ Hiperiricosis 33
Boclo 1 32
| Acantosis nigricans ] ot 29
Hipertension 24
Cardiomegalia 16
Calculos renales 11

Porcentale _de pacientes e__mostraron los _signos

Manifestaciones locales.

Agrandamiento de la silla turca 90t
; Cefalea 85
{ Deficiencias visuales 20

Porcentaje_de pacientes gue mostraron los _signos
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Continuacion del cuadro 1.

Trastornos de otras funciones d inas.
Hiperinsulinemia 70%
Intolerancia a la glucosa 50
Amenorrea o iregularidades menstruales 60
Disminucion de la libido o impotencia ‘48
Hipotiroldismo 13
Galactorrea B 13"“
Ginecomastia 8
Hipoadrenalismo 4

Lt Porcentaie de pacientes que mostraron los signos sefialados

La terapia de eleccién que ha obtenido éxito en 70 % de los casos, es la radioterapia de la
hipdfisis ( 5000 r ) y también resecar quirirgicamente la hipdfisis. Entre otros métodos terapéuticos
cabe citar la crioblacién hipofisiaria realizada por métodos estereotacticos, la poblacién efectuada
mediante ultrasonido y la irradiacion con haz protonico, que en una hora consigue destruir la
glandula. Recientemente, el tratamiento médico de la acromegalia ha reclbido un gran impulso
gracias a la introduccion en terapéutica : 1) de algunos analogos de la Somatostatina 0 GH-RIH, que
a la dosis de 1,3 ng / min por via endovenosa consigue disminuir la hGH circulante, aumentar la
tolerancia a la glucosa y reducir el nivel de las somatomedinas(Besser, 1979), 2) la bromocriptina un
alcaloide del cornezuelo del centeno que a la dosis de 5 mg cada 6 horas y administrada durante un
periodo prolongado puede suprimir la hGH circulante (Besser, 1975) (34) .

Los adenomas aciddfilos también pueden causar galactorrea, ya que en ocasiones dichos

mores constituyen la fuente de cantidades excesivas de prolactina.
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FILTRACION EN GEL.

La cromatografia es un procedimiento analitico de gran importancia cuando se tienen
sustancias que analizar que deben ser separadas de otras; ademas es muy Gtil para fraccionar
compuestos muy labiles, con poco riesgo de que sean desnaturalizados durante el proceso.

En funcién de los distintos tipos de fuerzas que actian entre las sustancias por separary la
fase estacionaria, los procedimientos cromatograficos, se dividen en: Cromatografia de adsorcion, de
intercambio i6nico, de distribucion, de afinidad y filtracion en gel.

La fitracidn en gel es un procedimiento cromatogréfico introducido por Porath y Flodin en
1959 (35). en él, la separacién se basa en una propiedad relativamente nueva entre los métodos de
fraccionamiento, la diferencia en peso o en las dimensiones moleculares que poseen los
componentes por analizar.

La herramienta para obtener una separacion adecuada, es el medio cromatografico utilizado,
el cual esta formado por particulas pequeiias, generalmente empacadas en un tubo o columna de
vidrio ( fase estacionaria ). El espacio entre las particulas se ocupa por un liquido que se hace fiuir a
través del medio cromatografico ( fase movil ). Las sustancias que se van a separar son acarreadas
por el flujo del liquido. La fase estacionaria retarda el avance de las sustancias a través del medio,
de acuerdo a sus pesos moleculares y por {o tanto migran a distintas velocidades. El efecto
retardatorio es producido por ia particién de la sustancia entre el liquido y la fase estacionaria.

La cromatografia en gel utiliza como fase estacionaria un gel sin cargas, que tipicamente esta
formado por polimeros de glucosa o dextranas, macromoléculas que se caracterizan por presentar
enlaces entrecruzados { cross-linked ) lo que da un amazon tridimensional que los hace insolubles, y
en lugar de disolverse en el liquido, se hinchan, tomando gran cantidad de disolvente,

De acuerdo a Flodin el coeficiente de particion del soluto entre Ia fase del gel y la fase liquida
esta exclusivamente regido por los efectos estéricos. El hace notar éue la matriz del ge! ocupa un
gran espacio en las cercanias del medio de los enlaces cruzados, las moléculas grandes no pueden
penetrar dentro de estas regiones, mientras que Ias pequefias se puaden aproximar a las ligaduras

cruzadas. Las moléculas pequeiias tienen acceso a todos los espacios entre las cadenas de la matriz
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del gel y por lo tanto, estaran distribuidas igualmente entre el liquido libre y el liquido en el gel. Las
moléculas grandes tienen menos espacio dentro de! gel y el coeficiente de particion se desplaza a
favor del liquido que se encuentra afuera de las particulas del gel. Esto induce a que las moléculas
grandes salgan del medio cromatogréfico antes que las moléculas pequaﬂas(ae) (Figura 4).

Dependiendo del tipo de gel empleado, se pueden fraccionar sustancias con peso molecular
por abajo de 700 daltones hasta aquelias con valores superiores a 40 x 108 datones. Ademds los
geles pueden ser utilizados una y ofra vez, ya que generalmente son muy estables y no necesitan
regeneracion; un mismo gel puede ser usado varias veces sin que se alteren sus propiedades
cromatograficas, siempre y cuando se evite contaminacidn con bacterias u hongos.
Los parametros necesarios para caracterizar una columna cromatografica son:

~La velocidad del flujo a través del medio cromatogréfico que generalmente se mide en
m¥/min. o mlhoras.

~Volumen de vaciado, (Vo) de! lecho cromatogréfico. Este es el volumen del liquido que se
encuentra en el espacio intersticial entre los granos del lecho. Se determina mediante la
cromatografia de alguna sustancia que no sea retardada por e} material es decir que se exciuya del
mismo. Un material adecuado para este fin es el azul dextréin con PM de aproximadamente 2
miliones

~El volumen de elucion de una sustancia, (Ve) es el volumen del eluyente que se requiere
para transportar delerminada sustancia a través de la columna.
La filtracion en gel es muy util porque ademds de lograr la separacion de las sustancias permite
determinar el peso molecular de proteinas desconocidas lo que se hace por comparacion de la
relacion Ve/Vo de la proteina en cuestién con el Ve/Vo de la proteina estandar de peso molecular
conocido. Asi cuando se corren varios estandares de diferente peso molecular puede prepararse una
curva de calibracién graficando los logaritmos de los pesos moleculares conocidos de las proteinas

utilizadas como estandares contra los respectivos valores de VeNo.(37)
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~Otro pardmetro imporante es el vol } total de la col (Vt) que es el volumen del

lecho cromatografico.
Estos pardmetros antes mencionados se utilizan para obtener una constante fisicoguimica conocida
como coeficiente de particion (Kav) que sirve para caracterizar las proteinas en la filtracion en gel ( en

este caso las formas moleculares de GH y PRL ) con base en su peso molecular. Su férmula es:

Ve - Vo
Wt-Vo
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(O PARTICULAS DE SEPHADEX. @ MOLECULAS GRANDES.

e MOLECULAS PEQUENAS.
FIGURA 4.-Representacion gréfica dsl principio de la filtracién en gel (Sephadex G-100)
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RADIOINMUNOANALISIS ( RIA ).

El advenimiento del radioinmunoandlisis ( RIA ) a fines de la década de los 50's y su
desarrollo durante la de los 60's por Yallow y Berson, permiti6 contar con un método con la
sensibilidad, especificidad y confiabilidad necesaria para el estudio de las hormonas haciendo posible
también el estudio de su heterogeneidad.

Los ensayos de union competitiva como el RIA son un grupo de métodos analiticos in vitro,
basados en la unién reversible no covalente de una molécula paqueiia o ligando con una proteina de
union especifica.

La técnica de radioinmunoanalisis asi como el analisis de radiorreceptores se basan en la
evaluacion del grado de unién de una sustancia radiomarcada, con un anticuerpo o proteina
receptora respectivamente; donde la proteina u hormona a cuantificar compiten por unirse con la
marca radiactiva (38), Todos los radioinmunoensayos son métodos de union a proteinas especificas
en los que el punto esencial, es la unidn reversible de un compuesto S* a la proteina especifica.

Podemos decir que de acuerdo a la ley de accién de masas:
Sx + proteina +—————» Complejo proteina-Sx

Las proteinas de union son: proteinas séricas, receptores de hormonas o anticuerpos. Para la
estimacion radioinmunoldgica de un compuesto Sx (antigeno) son usados anticuerpos especificos
contra este compuesto. La adicién de cierta cantidad limitada del anticuerpo a un exceso del antigeno
marcado Sx* resulta en determinado momento en un equilibrio, donde parte de las moléculas del
antigeno estan unidas a los anticuerpos y el resto esta libre, debido a que los sitios de union estan
limitados.

Un prerrequisito para la aplicacion analitica de anticuerpos al RIA es que las moléculas
radiactivas Sx* y las no marcadas del compuesto Sx no difieran en sus propiedades inmunoquimicas
y en su capacidad de union al anticuerpo,

Sx* + Sx + Anticuerpo «————» Complejo Sx*-Anticuerpo + Complejo Sx-Anticuerpo + Sx*
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Cuando un exceso de moléculas de antigeno nc marcadas y radiactivas Sx* + Sx estdn
mezcladas, compiten por los sitios disponibles de una cantidad definida de anticuerpo. Si mayor
cantidad de antigeno Sx no marcado es adicionado, una menor cantidad de moléculas radiactivas de
antigeno marcado se uniran a los anticuerpos y por lo tanto mas de las moléculas presentes estaran
en el estado iibre.

Cuando una muestra contiene una cantidad constante de anticuerpo y de antigeno
radioactivo, entonces la porcién unida de Sx* es inversamente proporcional a la cantidad adicionada
de antigeno no marcado. Para una cantidad dada de antigeno resulta una cierta relacién "antigeno
libre/ antigeno unido” la cual puede ser calculada como un % de Sx* libre o como un % de unién
(% B)

La cantidad real del compuesto Sx en la muestra por cuantificar puede ser caiculada por comparacion
con la curva estandar elaborada con concentraciones conocidas de Sx.

La mayoria de los ensayos radiommunolégicos comprenden los siguientes pasos:
1.-Extraccién del compuesto Sx de orina o de plasma en caso necesario, aunque en la actualidad
solamente algunas hormonas requieren ser extraidas, para la mayoria de las hormonas se utiliza
suero o plasma directamente sin extraer ( 10 - 200 ul ).
2.-Adicién de una cantidad definida de moléculas radiactivas del compuesto Sx.
3.-Adicion de una cantidad definida de anticuerpo especifico contra el compuesto Sx.
4.-Incubacién.
5.-Separacion de motéculas libres y unidas al anticuerpo del compuesto Sx.
6.-Medicion de la porcion libre radiactiva o de la unida al anticuerpo y caiculo def porcentaje de

unién.(16)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La heterogeneidad de las hormonas polipeptidicas y la observacién de que algunas formas
son biolégicamente mas activas que otras, sugiere que cada una de las formas o variantes tanto de

GH como de PRL, son ischormonas con una funcién biologica especifica o fisioldgica determinada,

" de modo que esta mezcia de variantes en conjunto, pueden ser responsables de las acciones

complejas y frecuentemente contradictorias que presentan las hormonas.

Otro punto importante a considerar es el hecho, de que debido a que la GH y la PRL son
estructuraimente semejantes, en determinadas circunstancias o cuando se encuentran muy elevadas
pueden ocupar los receptores de la otra hormona y manifestar su actividad biolégica, dando origen a
situaciones clinicas que no pueden ser explicadas sino a travéas de! conocimiento de las isohormonas;
de ahi la importancia de realizar un estudio para su reconocimiento y caracterizacion en diversas

situaciones clinicas como la hiperprolactinemia tumoral y la acromegalia.
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OBJETIVOS.

1.-Conocer el patrén cromatografico de GH y PRL en sujetos normales e identificar sus
diferentes formas moleculares.

2.-Comparar el patrén cromatogréfico de la GH y de la PRL de sujetos normales con el de
pacientes con manifestaciones clinicas de acromegalia debido a un adenoma hipersecretor de GH, a
un prolactinoma (cuadro acromegaloide) o a un adenoma mixto secretor de GH y PRL para detectar
sl existen diferencias en su composicién o proporcién de las variantes moleculares.

3.-Conocer cual es la isoforma predominante en los diferentes pacientes con acromegalia.

HIPOTESIS DE TRABAJO.

1.-La GH "pequeria” monomérica de 22 KDAa es la variante de la hormona de crecimiento que
parece tener la mayor actividad promotora del crecimiento, por lo tanto serd la que se encuentre en

mayor proporcion en los paclentes acromegalicos.

2.-En‘paclenles con manifestaciones clinicas de acromegalia y concentraciones normales o
bajas de GH y que presentan hiperprolactinemia importante, la PRL puede ser la hormona
responsable de la acromegalia,sobre todo si se presenta en su forma monomérica ya que por su
semejanza estructural con la GH podria ocupar los receptores de esta hormona y desencadenar la

accidn bioldgica.
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CAPITULO Il

DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio.

Se realizé un estudio de tipo observacional, prospectivo, transversal y comparativo

Material Clinico.

5 personas normalas (grupo control) y 14 pacientes con acromegalia (grupo de estudio)

Criterios de inclusién:
Grupo Control.- Personas de ambos sexos, entre 20 y 60 afios con perfil hormonal normal y sin
patologia hipofisaria.
Grupo I.- Pacientes de ambos sexos, edad entre 20 y 60 afios, con un adenoma hipofisario detectado
por Tomografia Axial Computarizada (TAC) y con manifestacionas clinicas de Acromegalia, asi como
un valor de GH elevado (> de 7 ng/ml).
Grupo il.- Pacientes de ambos sexos, edad entre 20 y 60 afios con adenoma hipofisiario y con rasgos
caracteristicos de Acromegalia a pesar de tener una concentracidn de GH normal pero con PRL
elevada (>15 ng /ml en hombres y > de 20 ng/ml en mujeres)
Grupo Ill.- Pacientes de ambos sexos, entre 20 y 60 afios de edad, con adenoma hipofisiario y
manifestaciones clinicas de Acromegalia teniendo valorgs de GH y PRL por arriba de los valores

Normales.

Criterios de exclusién.
Personas menores de 20 afios y mayores de 60. Que no presenten manifestaciones clinicas de

Acromegalia y que no tengan valores de GH y/o PRL por arriba de los valores normales.
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Personas menores de 20 afios y mayores de 60 que no tengan adenoma hipofisiario, a pesar de

tener concentraciones elevadas de GH o PRL.

Variables.
Variable independiente: Presencia de un Tumor hipofisiario.
Variable dependiente: -Manifestaciones clinicas de Acromegalia.

-Concentraciones elevadas de GH y/o PRL.,
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MATERIAL Y METODO.

Materiai.

1) Material biolégico.

Se seleccionaron 14 pacientes con diagnostico de acromegalia y se formaron tres grupos de
acuerdo a los niveles de GH y PRL que presentaron en una medicién basal y las caracteristicas
clinicas de los pacientes,

Grupo 1.- Cuatro mujeres y un hombre con edades entre 25-52 afios. Prolactina normal y GH
elevada ( acromaegalia ).

Grupo 2.- Tres mujeres y un hombre con edades entre 39-54 aflos. Prolactina elevaday GH
normat (Sindrome acromegaloide).

Grupo 3.- Clnco mujeres con edades entre 21-50 afios. Prolactina elevada y GH elevada
( tumor mixto )

Ademas se estudid un grupo control integrado por § pacientes con GH normal y PRL normal,

2) Equipo y material de faboratorio.

a) Equipo.

Columna cromatografica (60 x 1 cm).

Calector de fracciones ( Microfraction Collectar Gilson Moad, 203 ).
Bomba peristaltica ( Manipuls 2 Gilson ).

Centrifuga refrigerada ( Sorval General-Purpose RC-3 ).
Contador de radiaciones gamma ( Packard Cobra Auto-Gamma ).
Balanza analitica ( Chyo Jupiter C3-200 ).

Espectrofdtometro de UV y visible ( Perkin-Elmer ).
Potencidmetro { Beckman & 40 pH Meter ).

Parrilla de agitacion magnética ( Sybron/Termolyne ).

Agitador vortax ( Super mixsr Lab-Line Instruments Inc. ).
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Balanza granataria ( Harverd trip balance Ohaus ).

b) Material.

Tubos de potiestireno de 12 x 75 mm con tapa.

2 Microjeringas Hamilton de 500 pl.

Pipetas volumétricas 2 y 3 ml.

Pipetas serologicas 1, 5y 10 ml.

Vasos de precipitados 200, 500, 1000 y 2000 mi.

Matraces aforados de 250 y 1000 ml.

Tubos de ensayo de vidrio ( 12 x 756 mm ).

Cronémetro.

Soporte universal.

Pinzas para bureta.

Gradillas metalicas y de acrilico.

Jeringas de 10 y 20 ml.

Torundas de aigodon,

¢) Reactivos.

Sephadex G-100.Tamaiio de particulas 40- 120 y. Volumen de lecho por gramo de gel seco:
15-20 ml ( Pharmacia Fine Chemicals AB)

Amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 con albimina y azida de sodio al 0.1 % y cloruro de
sodio al 0.9 %.

HaKPO4

HK2PO4

Albimina bovina.

Azida de sodio.

Cloruro de sodio.

Estuches de radioinmunoandlisis para cuantificar GH y PRL de Diagnostic Products Co.

(DPC).
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May

d de peso molecular para ¢ tografica en columna ( SIGMA Chemical CO. ):

Citocromo C PM 12, 400
Anhidrasa carbonica PM 29, 000
Abumina de huevo PM 45, 000
Albimina bovina PM 686, 000
Azul dextran PM 2, 000, 000

35



Metodo.

Como ya se mencioné anteriormenie se seleccionaron un total de 20 pacientes para la

realizacion del presente trabajo, 14 de estos con diagndstico de acromegalia y fos 5 restantes sanos.

A todos los pacientes se tomaron ruestras de sangre v aproximad. te 20 ml, fueron

obtenidas antre las 7:30 y 8:30 A.M. encontrandose el paciente en ayunas. Como paso siguiente
se obtuvo el suero de cada muestra centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos. Una vez
obtenidos los sueros, se separd una alicuota de cada uno de ellos para determinar la concentracion

basal de PRL y GH por el método del radioinmunoandlisis, y el resto se congel6 de inmediato a -20°

" C, hasta realizar el analisis cromatogréafico.

Cromatografia ( Filtracion en gel ).

Para la cromatografia se utilizd 'una columna de vidrio de 60 x 1 cm, que se empacd con

Sep G-100 (Ph ia Fine Chemicals) y se acopld a un colactor de fracciones. Para el

empacado de la columna se prepard previamente el Sephadex, pesando 4 gramos de Sephadex G-
100 que se pusieron en un vaso de precipitados con 250 mi de agua destilada para hidratar el gel. Se
dejé reposar durante 30 minutos y se procedio a decantar.

Esta operacion de lavado y decantado se repitié unas 3 6 4 veces hasta eliminar las particulas
finas que se observan en la superficie; después se deja reposar 24 horas, y entonces se substituye el
agua por amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 con azida de sodio al 0.9 %. Antes-de preparar la
columna se pone el vaso con el Sephadex en un bafio maria a una temperatura de 40°- 45°C durante
30 minutos con el fin de eliminar el air;a que pueda contener y evitar la formacién de burbujas al
empacar la columna. Para esto se pone primero en la columna un poco del amortiguador de fosfatos,
agregando pequefias cantidades del gel a intervalos de tiempo constantes, hasta llegar al nivel
daseado se deja que se estabilice la columna durante unos 15 minutos sin flujo y después se abre la
llave para permitir que fluya el amortiguador a través del lecho del gel, dejando pasar 2 a 3 vecr el
volumen de la columna en amortiguador. Una vez empacada, se instala la columna en el cuarto frio

( temperatura aproximada de 4° C ) y se deja estabilizar durante 24 - 48 horas antes de utllizarse.
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Calibracion de la columna.

La calibracion de la columna es esencial para poder conocer los pesos moleculares de las
proteinas separadas en la cromatografia. Para ello se utilizaron marcadores de peso molecular
conocido los cuales se pasan a la columna uno a uno o mezclados para conocer su volumen de
elucion y relacionario después a su peso molecular y asi poder construir una curva de calibracién de
pesos moieculares. También se determina el volumen de vaciado (Vo ) y el volumen total de ia
columna ( Vt ).

Para calcular el Vo se utilizé una-solucion al 0.2 % de azul dextran en amortiguador salino de
fosfatos ( PBS ) 0.1 M con azida y alblimina al 0.1 %. Como sae refiere a continuacién se toman 2 ml
de la solucién y se pasan por la columna cromatografica previamente regulada a una velocidad de 6
miMhora recolectando 70 fracciones de 1.0 ml midiéndo después la absorbancia de cada una de las
fracciones eluidas en un espectrofotometro a 280 nm, para saber en que tubo se tiene el punto
maximo de absorcion y asi conocer el Vo del sistema; después se cromatografié en las mismas
condiciones prolactina marcada con 1125 (PRL—I125) y hormona del crecimiento (GH-I125) y el
propio 125 para conocer el Vi de la columna.

Otros marcadores moleculares como: albimina de huevo (PM 45, 000), albdimina bovina (PM
€6, 000), anhidrasa carbdnica (PM 29, 000) y citocromo C (PM 12, 400) se prepararon al 0.1 % en
PBS 0.1 M con azida de sodio at 0.1 % cromatografiando 2 m! de cada solucién, colectandose sus
fracciones en tubos de poliestireno, midiéndo posteriormente su absorbancia a 280 nm para saber en
que tubo se encuentra la mayor concentracion del marcador, y asi conocer su volumen de elucién

(Ve).

Cromatografia de las muestras de los sueros.
Para realizar la cromatografia de los sueros de los paclentes se tomaron 2 ml de suero. En
caso de utilizar un menor volumen (muestras de elevada concentracion) se completo a los 2.0 ml con

ef amortiguador de fosfatos. La muestra se agrega a la columna lentamente, comenzando de
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inmediato a colectar las fracciones en tubos de poliestireno, que se tapan y se guardan.en el

congelador, hasta determinar su concentracién de GH o PRL.

Determinacién de PRL y GH por radioinmunoanalisis (RIA).
RIA de hormona de crecimiento.

pry

1.-Tener a temp biente todos los ¢ ivos del y pto el ]

de precipitacién.

2.-Numerar los tubos como se indica a continuacion:

Cuentas totales (CT) 1,2

Unidn no especifica (NSB) 3,4

Unioén maxima (Bo) 5,6

Estandares (St) 7-18 ( concentraciones de 1.5 - 30 ng / ml ) cada estandar por

control ato, medio y bajo (SC) 19 - 24.

p

L as fracciones de la cromatografia se sometieron al RIA también por duplicado en los tubos: 25-70

Dado que los controles se tratan como si fueran muestras se procesan por igual de fos tubos 19 - 70.

3.-Montar el ensayo de acuerdo al protocolo que se indica a continuacion:

NUMERO AMORT. ESTANDARES MUESTRA ANTICUERPO hGH4125

DE FOSFATOS (1.5-30 ng/ml) O SUERO

TUBO CONTROL
1-2 Mezclar 100 pL Mezclar
3-4 100 pL. [ 100 L e
5-6 100 L —_— 100 L incubar 100 pt incubar
7-18 100 L —_— 100 pL 1 horaa 100 pL 1horaa
19-70 —_— 100 pl. 100 pL. Temp. 100 pL Temp.
Amb, Amb.
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4.-Agregar 1.0 ml de el reactivo precipitante a todos los tubos excepto a los de cuentas

totales (1y 2). Mezclar en el vortex.

S.LConlrﬂugar durante 30 minutos a 3000 rpm en una centrifuga refrigerada.

6.-Decantar el sobrenadante y dejar escunir los tubos sobre papel absorbente.

7.-Contar cada tubo durante 1 minuto en el contador de radiaciones gamma.

RIA de prolactina.

En la técnica del radioi

dlisis para PRL, los tubos se manejan igual que los de GH en cumwo

a la numeracién, solo varian algunos pasos y volumenes de la técnica, como se indica en el siguiente

protocolo:

NUMERO  AMORY. ESTANDARES MUESTRAS PRL-'26  ANTICUERPO
DETUBO FOSFATOS (5-200ng/mi) O SUEROS
CONTROL
1-2 100 pL. _— MEZCLAR
3-4 200 L _— —_— 100 ul E
5-8 200 pL. - 100 L 100 i INCUBAR
7-18 _— 200 pL. 100 L 100 L 3HORAS A
19-100 — 200 pl_ 100 pL 100 pL TEMP. AMB,
Después agregar 1.0 m! de precipit a todos los tubos excepto a 1y 2 (cuentas

totales). Se centrifuga durante 30 minutos a 3000 rpm, se decantan y secan al igual que en el RIA de

GH. Por Uftimo se ponen a contar los tubos en un contador de radiaciones gamma Mca Packard

modelo COBRA.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

|.-Estudio hormonal.

En la tabla 2 se presentan las concentraciones de GH y PRL de los cinco pacientes normales
que formaron el grupo control, asi como también los valores encontrados en el suero de los 14
pacientes con acromegalia, clasificados en los tres grupos mencionados anteriormente, de acuerdo a
sus niveles hormonales. Se representa la media y la desviacion estandar (DE) de cada grupo para su
comparacion, pudiendo observar que el grupo | sdlo tenia elevada la GH, el grupo Il solo ia PRL y los
integrantes del grupo lll ambas hormonas. Entre estos titimos destaca el caso nimero 5 que tuvo un

valor de GH muy elevado, y el paciente nimero 2 la prolactina.

Tabla 2.-Concentraciones hormonales de GH y PRL (ng/ml) en sujetos normales y en acromegalicos.

NORMALES | ACROMEGALIA s. TUMORES
ACROMEGALOIDE MIXTOS
PACIENTES | GH [ PRL | GH l PRL GH PRL GH | PRL
1 48 1338 | 366 9.0 1.20 774 | 214 4240
2 18 1050 | 383 47 175 1520 | 252 2020
.3 36 480 97 0.61 1274 | 281 534
e ‘75 .| os0 688 | 203 404
5 “vea | | 222 204

£ 7458 1112 10864 | 652% 4372

201 | 048~ 398 | 2877 s@4s
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li.-Estudio cromatografico.

La figura No 5 representa los perfiles cromatograficos de la 125-1 GH y 1a 125-1 PRL, después
de que los estandares marcados fueron sometidos a la filtracion en gel, para conocer su
comportamiento cromatografico, identificandose las fracciones de la cromatografia, mediante la
radlactividad presente en cada una de ellas. En la parle superior de estas figuras se representa
mediante flechas el volumen de elucién (Ve) del azul dextran que es el volumen de exclusion del

" sistoma o volumen inicial de la cromatografia (Vo) mientras que el volumen final dado por el sitio de
elucién del 125.4 ibre se marca como Vt. Se indica ademas el volumen de elucién de otros
marcadores de peso molecular conocido utilizados para la calibracién de la columna.

La figura 8 comesponde a la curva de calibracion de pesos moleculares obtenida a partir del
Ve de los diferentes marcadores de pesos molecular (PM) utilizados, para lo cual se graficé el valor
de la relacién Ve/Vo en la abscisa contra el peso molecular respectivo en la ordenada; donde los
puntos corresponden a albamina bovina (BSA) de 66 kDa, ovoalbumina (OVO) de 45 kDa, prolactina
{PRL) v normona de crecimiento (GH) de 22 kDa, y citocromo C (Cit C) de 12.4 kDa.
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Itl.-Perfiles cromatograficos de la GH y la PRL.

1.-Grupo Control.

La figura 7 corresponde al perfil cromatografico de los sueros de dos adultos normales que se

prasentan como ejemplos repr tativos de los resultados obtenidos en el grupo control, ya que
fueron muy similares. En la ordenada se tiene la concentracion de GH (ng/mi) para cada fraccion de
la cromatografia y en la abscisa el respectivo volumen de elucién en mi. En la parte superior del
cromatograma se indica mediante flechas, los volimenes donde eluyen los marcadores utilizados
para calibrar la columna, los cuales son de gran utifidad, porque permiten localizar e identificar las
diferentes formas moleculares presentes en el cromatograma, mediante su volumen de elucién (Ve) o
sitio donde se localizan los picos y por su peso malecular el cual se calcula sobre la curva estandar
de pesos moleculares presentada anteriormente (figura 6). Como puede verse en la figura 7 la mayor
inmunoreactividad (IR) de GH se localizd entre la BSA de 66 kDa y la OVO de 45 kDa,
carrespondiendo asi a isoformas con un peso molecular comprendido entre 66 y 45 kDa. La IR de GH
fué menor en el area donde eluye el estandar marcado de la hormona, la regién de la 125-1 GH, que
corresponde a la forma monomeérica de 22 kDa.

En ol caso de la prolactina (figura 8) el perfil de elucion del suero de las personas normales
fué un poco mas heterogéneo; localizandose varios picos de IR que eluyen de izquierda a derecha: el
primero coincidiendo con el Vo del sistema, comrespondiendo por lo fanto a una forma molecular
pesada de mas de 100 kDa, después otros a nivel de la BSA y de la OVO (de 66 y 45 kDa
respectivamente), con ia mayor IR de prolactina en el sitio donde eluye el estandar marcado de la
hormona (1254 PRL) de 22 kDa, !a forma monomérica y finaimente un pico de menor IR, poco antes
del volumen de elucion del Cit C coespondiendo a una isoforma de 16 kDa, se observan después
trazas de IR en volumenes menores, que indican la presencia de fragmentos de peso molecular
menor (menor de 16 kDa).

En la figura 9 se representan los perfiles cromatograficos de otras dos personas normales

para su comparacion , en los que también puede verse el predominio de la forma monomérica.
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De acuerdo a estos resultados, las formas moleculares de GH y PRL observadas en los perfiles

anteriores fueron clasificadas con base en su PM, segun se indica en la tabla 3 como:

a) Formas grandes mayores de 60 kDa, oligomeros o agregados de PM elevado (formados

probablemenl.e por la uni6n de varios mondmeros a proteinas de unién presentes en e! plasma)

eluidos antes de la BSA o en el Ve de este marcador.

b) Dimeros (45-52 kDa) formados por la unidn de dos mondmeros Iguales (homodimeros) o diferentes

(heterodimeros), los cuales eluyen entre laOVO y la BSA.

c) Monémeros o formas monoméricas, con un PM aproximado de 20-26 kDa que eluyen en el Ve de
" los estandares hormonales (125-1 GH y 125-1 pRL).

d) Fragmentos o moléculas pequeilas de 16 kDa y menores, derivadas probablemente de fa

degradacion de las hormonas que son eluidas poco antes del Cit C y después de éste.

La tabla 4 nos muestra los porcentajes de la IR de las diferentes formas moleculares en los

sujetos del grupo control.
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CROMATOGRAFIA DE PRL
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Tabla 3.- Clasificacién de las isoformas de GH y PRL
en funcién de su peso molecular.

OLIGOMEROS
O FORMAS
GRANDES DIMEROS | MONOMEROS | FRAGMENTOS
(910 GH)
{81G-81G GH)
PM 100-60 kDa 82-40 kDa 26-20 kDa 16-2 kDa
(100,860,668 y 80)| (52,45y 40 ) (28,22 y 20) (18,84 y 2}
0.0-0.18 0.23-0.32 0.45-0.54 0.63-0.93
Kav
(0,0.08,0.15.0.18) | (0.23,0.28,0.32) (0.46,0.49,0.54) [0.03,0.80,0.89,0.93

Tabla 4.- Inmunorreactividad de las moléculas de GH y PRL
en sujetos normales (%)

OLIGOMEROS DIMEROS MONOMEROS FRAGMENTOS
{(100-80 kDa) | (52-40 kDa) (26-20 kDa) (18-2 kDa)
GH 084.59: 18.81 1.85¢ 8.052
28.69 11.99 9.21 6.91
PRL 23.672 9.31¢ §3.39¢ 13.73¢
5.55 1.52 897 6.14
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2.- Grupo I

Acromegalia "tipica"

En los § pacientes con acromegalia tipica que cursaron con niveles elevados de GH y valores
normales de PRL, los perfiles cromatograficos aunque presentaron algunas diferencias en cuanto a
la proporcion de las diversas formas moleculares, tuvieron en comin el predominio de las formas
monoméricas de 20 a 26 kDa (figura 10 - 14) eluidas con el estandar marcado de la hormona (125-1
GH) con baja proporcién de las formas moleculares grandes (> 60 kDa) y los dimeros de la hormona
(40 - 52 kDa) mostrando ademas con excepcién de los dos primeros casos, una proporcién
relativamente elevada de los fragmentos de bajo peso molscular. Asi en las figuras 10 y 11 donde la
proporcidn de la forma monomérica fué muy elevada, puede verse como los fragmentos
practicamente no se observan, mientras que en los tres casos restantes (figura 12, 13 y 14) la
proporcion de los fragmentos fué importante. Ei porcentaje de inmunorreactividad de las diferentes
formas moleculares asi como las concentraciones hormonales de cada uno de los pacientes del
grupo se presentan en la tabla 5, donde puede observarse que mientras mayor fué la concenlracién
de la GH mayor fué la proporci6n de la forma monomérica y menor la proporcion de los fragmentos y
de las formas grandes, o cual se pone de manifiesto mas claramente por los resuttados de los
estudios de correlacion efectuados entre la proporcion de las formas moleculares (porcentaje de IR) y
la concentracion de la GH (figura 15 y 18). En ellas puede observarse (figura 16) una correlacion
lineal positiva entre el nivel de la GH y la proporcion de monémeros (r= 0.647) mientras que con los
dimeros y los fragmentos la correlacion fue menor y negativa, no observandose practicamente

relacion alguna entre las formas grandes (Big-big GH) y la concentracién de la hormona (figura 15).
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TABLA 5.- ACROMEGALIA GRUPQ I
NIVELES HORMONALES FORMAS MOLECULARES DE GH l
(% DE INMUNOREACTIVIDAD)
*PACIENTE GH . PRL >60 ] 52-40 ] 22-20 <16
( 2 30.3 47 12.34 210 52.7 139 |
I3 ; 480 9.7 3.08 10.7 52.6 335
| 4 1 n2 7.48 11.74 17.7 37.9 26
I s ' 18 8.35 10.35 19.2 4“3 260
Luxne_rzamz_u.uzm.i 116263 148265 5162123 2184131 ;
' NORMAL . <50 <20 i
* M= Modia

** DE = Desviacion estandar
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3.- Grupo ll.

Sindrome Acromegaloide.

Los pacientes que tuvieron un adenoma hipofisanc y manifestaciones clinicas de acromegalia.
no obstante tener una concentracion nomal de GH pero concentraciones muy elevadas de PRL
mostraron tener en el estudio cromatogrifico perfiles de elucion de PRL muy similares a los
encontrados para la GH en los pacientes del grupo | {figura 17 - 20). Asi la figura 17 presenta un
perfil hormonal caracierizado por tener una elevada proporcion de la forma monomérica de la PRL
\76.7 %) la que eluyd coincidiendo con el estandar de la hormona (125-! PRL) observandose baja
proporcion de las formas grandes, de los dimeros de 45 - 52 kDa y de los fragmentos de 16 kDa.

En la figura 18. el perfil de elucion aunque diferente también muestra una proporcion elevada
de la forma monomérica (54.6 %) y de los dimeros de la hormona, eluidos entre la BSA y la OVO
(29.5 %) con muy baja inmunoreactividad en las formas grandes > 60 kDa y en los fragmentos. En
cambio en los perfiles representados en las figuras 19 y 20 aunque predominan las formas
monomeérncas. pueden verse los fragmentos de bajo peso molecular en una proporcion elevada. tal
como se observd en alguno de los perfiles de GH de los pacientes del grupo I. Los porcentajes de IR
de las diferentes formas moleculares de la PRL en los pacientes de este grupo, asi como sus
concentraciones hormonales de GH y PRL, se muestran de manera conjunta en ia tabla 6 para hacer
notar que la proporcion de Jos dimeros. parece estar en relacion directa con la concentracion de la
PRL. Esto ultimo se demuestra en los estudios de cormelacidn efecluados. cuyos resultados se
presetan en las figuras 21 y 22, donde se observa una relacion lineal positiva entre las
concentraciones de la PRL y la proporcion de los dimeros y las formas grandes (figura 21). en ambos
casos con coeficiente de comelacion muy elevados r= 0.976 y 0.851respeclivamente. no asi en el

caso de los monomeros y los fragmentos de bajo peso molecular (figura 22).
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TABLA 8.- GRUPO il SINDROME ACROMEGALOIDE

NIVELES HORMONALES FORMAS MOLECULARES DE PRL
(% DE INMUNOREACTIVIDAD)
PACIENTE GH PRL >80 | 40.52 1 22-20 r <16
ng/mi ng/ml kDa kDa kDa kDa
1 1.20 77.41 8.13 12.93 76.79 2.15
2 175 . 152.00 11.64 20.49 54.88 4.2t
3 0.61 127.40 10.43 20.05 40.82 28.70
4 0.90 69.680 2.04 10.28 40.98 46.72
| M+DE | 1114048 106.6043084) 8.06+4.27 18.18+8.59 63.30+ 16.04 20444 21.26
<58 <20
* M= Media

** DE = Desviacidn estandar
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4.- Grupo Il

Tumores Mixtos.

Como se recordara en este grupo se incluyeron a 5 pacientes con acromegalia que tenian
concentraciones muy elevadas tanto de GH como de PRL. Los perfiles cromatograficos de ambas
hormonas para cada uno de los casos estudiados se presentan en las figuras 23 - 27.

La figura 23 muestra perfiles cromatograficos muy similares para ambas hormonas, en los que
destaca una elevada IR en la region de los mondmeros, en la zona de elucién de ambos estandares
con una proporcion ligeramente mayor de los dimeros de la GH. Liama la atencidn que estos perfiles
son muy semejantes a los observadds en los acromegalicos de los otros grupos, como los
representados en la figura 10 para la GH (grupo I) y los de la figura 17 para la PRL (grupo I) con la
diferencia de que en este paciente con adenoma mixto el tumor produjo ambas hormaonas.

En los perfiles de la GH y la PRL de la figura 24 aunque predominan las formas monoméricas,
{a proporcidn de los dimeros de GH y de los fragmentos de Ia PRL fué mayor que en el caso anterior,
semejando a su vez los perfiles cromatograficos presentados anteriormente en las figuras 11 para la
GH (grupo |) y en la figura 20 para la PRL (grupo li).

Las figuras 25 y 26 a su vez corresponden a fos perfiles de elucion de otros 2 pacientes con
adenomas mixtos, en los que la mayor IR coesponde a la forma monomérica de ambas hormonas,
pero se tiene una proporcién importante de los dimeros de la GH y de los fragmentos < de 16 kDa de
la PRL.

En el caso representado en ia figura 27 el perfil de elucién de la GH fué diferente mostrando
el predominio de formas muy grandes que eluyeron antes de la BSA (66 kDa) en el Vo del sistema,
correspondiendo asi a formas moleculares de mas de 100 kDa, con solo una tercera parte de la IR en
la regién de los mondmeros. El perfil de la PRL en cambio es similar a algunos de los observados con
anterioridad y aunque tiene una proporcion_ relativamente elevada del dimero de la hormona,
predomina la forma monomérica. Los niveles hormonales de GH y PRL y los porcentajes de
inmunorreactividad para cada caso, se indican en la tabla 7 y los estudios de correlacién entre ellos

en las figuras 28 - 31.

68



Las figuras 28 y 29 muestran que los dimeros, mondémeros y fragmentos tuvieron una relacion
lineal positiva con la concentracién de la GH, con un buen indice de correlacidn lineal sobre todo con
los dimeros (r=0.936) lo cual es diferente a lo que se habia observado en los acromegalicos del
grupo | en los que esta correlacion fué negat.l.va (Fig 15); en el caso de la PRL el estudio de
correlacién mostrd una relacién proporcional entre los dimeros y los niveles de la hormona (Fig 30) ,
con los fragmentos la relacién fué inversamente proporcional (Fig 31), lo cual es semejante a lo
observado en los pacientes acromegalicos del grupo Il (Fig 22). En el caso de los oligémeros no se
) observo ninguna relacion con la concentracion de PRL contrario a lo que sucede en el grupo Il

En la tabla 8 se puede comparar con facilidad las diferencias en cuanto a la inmunoreactividad
de las diferentes isoformas de GH y PRL en los tres grupos de pacientes en relacién con el grupo
control. Estos valores se representan graficamente en la Fig 32 para GH y en la Fig 34 para la PRL,
mientras que la importancia cuantitativa de cada una de las formas moleculares de GH y PRL en los
diferentes grupos de pacientes se visualiza en }as figuras 33 y 35 respectivamente. Finalmente la
tabla 8 muestra la correlacidén que existe entre las formas moleculares de GH y PRL con los niveles

basales correspondientes a cada una de ellas,
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TABLA 7.- GRUPO HI TUMORES MIXTOS

NIVELES HORMONALES FORMAS MOLECULARES DE GH FORMAS MOLECULARES DE PRL
(% DE INMUNOREACTIVIDAD DE GH) (% DE INMUNOREACTIVIDAD)

PACIENTE| GH PRL >60 l 40-52 rzz-zo l <16 >60 [40-50 22-20 T <16
ng/mt | ng/mi kDa kDa kDa kDa kDa Da kDa kDa
1 2520 2020 1083 1575  58.05 15.37 346 1098 70.02 15.54
2 2930| 40.41 18.29 1958  49.05 1508 0 800 6476  27.24
3 2810 531 7.75 2288 5503 1434 | 1086 2052  47.14 2148
4 2220{ 294 7.10 1407 6923 9.60 1460 1168 3874 3498
5 2140 ] 4244 48.75 8.24 3154 1147 | 2547 2445  49.06 1.02
MIDE |652% 437072 | 1814+ 16102 5258% 13.17% | 1087+ 15.12¢ S304% 2005%
8770 884.92 17.49 5.57 13.85 252 10.0 6.99 13.0 12.83
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Tabla 8.- Inmunorreactividad de GH y PRL en la

Acromegalia

GRUPO

HORMONA

OLIGOMEROS DIMEROS

MONOMEROS FRAGM.

ACROMEGALIA
(1

(i)

GH

5. ACROMEGALOIDE PRL

11.6+6.3 14.8+6.5

8.06:4.26 18.18:8.6

51.6212.3 21.8213.1

§3.3+16.9 20.4+21.2

23.57+5.56 9.31:1.52

TUMOR MIXTO GH | 18.14217.49 16.1t5.57 52.58 +13.8 13.17:2.52
(un) PRL
10.87+10.0 15.12¢7.0 53.94+13.0 20+12.83
GH | 64.69:26.69 18.81:11.99 11.56:9.21 5.05:6.91
NORMAL
PRL 5$3.39:6.97 13.73:6.14
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Tabla 9.- Correlacion de las formas moleculares con los
niveles de GH y PRL en la acromegalia.

ereeee >60 kDa  52-40 kDa 22-20 kDa <16 kDa
ACROMEGALIA - .

(GRUPO D GH 0.132 0.485 0.647 0.302
SINDROME

ICROMEGALOIDE | PRL 0.851 0.976 0.212 -0.396
(GRUPC )

TUMORES GH -0.817 0.936 0.687 0.788
MIXTOS

(GRUPO 1) PRL -0.06 0.547 0272 -0.446




CAPITULO V.

DISCUSION DE RESULTADOS.

En el presente estudio se demostrd que los pacientes acromegalicos con una concentracion
elevada de GH (grupo | y i) tuvieron un perfil cromatogréfico muy diferente al observado en las
personas normales, caracterizado por presentar una proporcion muy elevada de la forma
monomérica, lo cual esta de acuerdo a lo informado previamente por aigunos investigadores (40.41)
siendo la diferencia con el grupo control altamente significativa (p<0.001).

También las formas de bajo PM (16 kDa o menos) consideradas como fragmentos resultantes
de la degradacion de la hormona, se encontraron elevados en relacion al grupo control, no asi los
dimeros que no modificaron su proporcién cuantitativa; las formas grandes (Big-big GH) se
encontraron sensiblemente disminuldas (figuras 32 y 33).

Estos cambios en la proporcién de las isohormonas y el incremento de la forma monomérica
son de trascendencia, ya que explican los cambios fisiopatolégicos y las manifestaciones clinicas de
los pacientes con acromegalia, pues la forma monomérica de 22 kDa es la que presenta mayor
accion bioldgica en los diferentes bioensayos y estudios de receptores que se utilizan en la
actualidad para evaluar la actividad somatotropica de la GH. E! amplio espectro de su accion
biologica incluye: promocion del crecimiento, estimulacion de la produccion de somatomedinas o
factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs), retencion de nitrdgeno, fosfatos y sodio; asi
como accion anabdlica en muchos tejidos principaimente misculo, hueso e higado. La actividad de
esta forma monomérica es la que se toma de referencia para evaluar la actividad somatotrépica de
las otras variedades moleculares, siendo esta isoforma como se demostrd, la que predomina en la
acromegalia.

Por el contrario la big-GH formada por los dimeros de la hormona tiene solo un 10-20 % de la
bioactividad de la GH 22 kDa (42) sabléndose que las formas oligoméricas o formas grandes

practicamente estan desprovistas de accién bioldgica (2 - 3 %),
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Respecto a esto ultimo puede mencionarse, que también es importante la disminucion de ias
formas grandes mayores de 60 kDa (Big-big GH). Su estructura quimica a sido un tema de gran
controversia en los Gitimos aiios; en la década de ios 70 's se les considerd como la prehormona o
proteina precursora de la GH, después se pensé que comespondia a agregados moleculares
formados por la unién de varios monomeros (trimeros, tetrdmeros, pentémeros) presentes en la
circulacion (9:42) sin embargo a la fecha, evidencias experimentales mas recientes han demostrado
que las formas Big-big GH pueden deberse a [a unidn de la GH con las proteinas circulantes o
proteinas que unen a la hormona (BPs) con elevada especificidad, formando un complejo GH-BPs.
Esta ditima posibilidad esta fuertemente apoyada por estudios que demuestran el aislamiento y
purificacién de dos proteinas de unién a partir del suero, asi como sus propiedades de unién y
afinidad por la GH (43.44),

Se sabe que una de ellas (BP-I) une a la GH con una constante de afinidad muy elevada y
baja capacidad, siendo asi faciimente saturable. La otra proteina (BP-Il) a diferencia de la anterior
tiene una constante de asociacién menor, pero elevada capacidad. Tienen pesos moleculares de 85
y 74 kDa respectivamente lo que unido a los 22 kDa de la GH monomérica da un peso molecular
aproximado de 96 - 110 kDa que es comparable al peso atribuido a la Big-big GH. Estas proteinas de
unién en condiciones normales secuestran a la GH en la circulacién impidiendo su union a los
receptores celulares, y se sabe que tanlo en condiciones normales como patoldgicas e
Independientemente de la edad y sexo tienen una concentracion muy constante (45:46) suficiente
para unir un 40 % de la GH circulante y amortiguar ademas los cambios de concentracién de la GH,
saturandose solamente cuando la hormona alcanza valores superiores a 20 ng/ml, casos en los que
la proporcidon de la hormona unida sera cada vez menor, cuanto mayor sea el incremento en la
concentracién de la GH, por lo que la concentracion de la hormona monomérica libre puede
incrementarse significativamente (47) tal como se observé en los resultados de este estudio. Asi la
elevada proporcién de la forma monomérica de 22 kDa parece deberse a la saturacion de las
proteinas de union por la excesiva concentracion de la GH. Por ofra parte los resutados muestran

que la forma monomeérica se encuentra en relacion lineal a la concentracion de GH con un coeficlente
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de comelacion relativamente elevado (r= 0.65) lo que estd de acuerdo con la teoria anterior; por lo
que podria decirse que las proteinas de union (GH-BPs) controlan en cierta forma la actividad
biolégica de la hormona, al determinar la proporcion de hormona monomeérica libre que es la (nica
que puede interactuar con los receptores limitando asi su accién biolégica (48). La Big-big formada
por el complejo GH-BPs parece ser una fraccion muy constante, sin embargo en este estudio se le
encontré disminuida, lo cual seria otro factor que podria incrementar la proporcion de la forma
monomérica.

En relacion a la proporcién aumentada de las moléculas de muy bajo peso molecular (16 kDa
o0 menores) en los pacientes con acromegalia, es un hallazgo que vale la pena comentar, ya que
existen reportes en la literatura en los que se ha mencionado que estos fragmentos, aunque
desprovistos de accion somatotrépica, tienen elevada actividad diabetogénica (49) y podrian
corresponder al llamado "factor diabetogénico” un péptido de bajo peso molecular que desde hace
algunos afios se ha demostrado en el suero de algunos pacientes acromegdlicos (60.51) de los
cuales un porcentaje imporiante desarrollan diabetes, por lo que seria importante considerar su
proporcion aumentada en la acromegalié y desafrollar un protocolo de estudio al respecto.

Por otra parte los resultados del grupo Il formado por pacientes con datos clinicos de
acromegalia que no tenian elevada la GH, se puede decir que debido a su baja concentracién
hormonal (1.1 £ 0.48 ng/ml), no es posible explicar las alteraciones clinicas con base en ésta
hormona. En cambio, como el estudio hormonal mostré, todos los pacientes de este grupo tuvieron
concentraciones muy elevadas de PRL (106 + 39.8) y ademas en el estudio cromatografico los
perfiles de elucion de PRL fueron muy simitares a los de la GH en los grupos | y lil, con predominio de
la forma monomérica y porcentajes de IR de las otras isohormonas muy similares y no diferentes
estadisticamente de los obtenidos para GH, en los otros dos grupos de acromegalicos (figura 34 y

35). Por todo lo anterior se podra inferir que es la PRL y no la GH la hormona responsable del

“cuadro acromegaloide" pr tado por estos p
Esto no es dificil de aceptar si se recuerda que ambas hormonas (GH y PRL) constituyen junto

con el lactégeno placentario o mamosomatotropina coridnica (HPL) la familia de las llamadas
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hormonas iactotropicas-somatotrépicas, las cuales tienen una estructura quimica muy semsjante y la
capacidad de unirse en condiciones nmormales o patoldgicas a los receptores lactogénicos y
somatotrdpicos con diferente grado de afinidad (52.53), sobre todo cuando presentan alteraciones
estructurales o mutaciones que afectan a los segmentos involucrados en [a unién a los receptores
como son los residuos 4 -19, 54 - 74, 167 - 182 y 183 - 191 en el caso de lo que se ha demostrado
para la GH, mapeando los sitios que permiten su unién a los receptores de la PRL (54), A 1a vez una
mutante de PRL que presenta aiteraciones en la estructura primaria, a nivel de los residuos de
aminodcidos que son criticos para la unién a los receptores de GH, mostro tener una capacidad de
unién aumentada para dichos receptores (55). En la actualidad se conocen ya las regiones que
determinan !a unién de ambas hormonas (GH y PRL) a los dos tipos de receptores (somatotrépico y
lactogénico) encontrandose que son muy similares aunque no idénticas(53).

A la luz de estos conocimientos es posible explicar la actividad tactogénica de la GH en
mujeres normoprolactinémicas con galactorrea por niveles elevados de GH (56) asi como también los

resultados de este estudio, en el que pacientes con una con.cntracion normal de GH pero con PRL

muy elevada y posibl te alterada estructuraimente, producida por un tejido tumoral como son los

adenomas, pudiera ser la responsable de la acromegalia.
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CONCLUSIONES.

. En la acromegalia tipica debida a concentraciones elevadas de GH el estudio cromatogréfico
demostré el predominio de la forma monomérica de 22 kDa, la isoforma con mayor actividad
bioldgica y marcado efecto somatotrépico.

. Se encontrd una relacion lineal entre la proporcion de la forma monomérica y la concentracion de
GH (r= 0.85) lo que implica que a mayor concentracion o nivel de la hormona, mayor sera el
incremento de la isoforma de 22 kDa.

El aumento significativo de los fragmentos de peso molecular bajo, puede ser importante de
considerar, ya que se ha demostrado que tienen actividad diabetogénica, lo que puede explicar
por que algunos pacientes acromegalicos desarrollan diabetes.

En los pacientes del grupo Il que tuvieron concentraciones muy elevadas de PRL, esta hormona
parece ser la responsable de la acromegalia, presentando perfiles cromatograficos muy similares
a los de GH de los pacientes de los grupos | y lli, caracterizados por exhibir también, el
predominio de la forma monomérica y proporciones semejantes de las otras formas moleculares.

. Como conclusion final puede decirse que los tres grupos de pacientes estudiados (grupo |, li y Ill)
no obstanle ser diferentes en cuanto a su produccién hormonal y la estirpe del tumor
(acromegalia tipica, prolactinoma y tumor mixto) presentan un comportamiento cromatografico
muy similar entre ellos, pero diferente en relacién al del grupo control, mostrando en todos los
casos el predominio de la forma monomérica de 22 kDa, lo que explica las alteraciones clinicas

caracteristicas de la acromegalia,

90



10.

11.

BIBLIOGRAFIA.
Wilson D. J. y Foster W.D. Endocrinologia Tomo | 7a. edicién Editorial Médica
Panamericana Argentina 1989 p.p.21-31, 196-209.
Greenspan S.F.y Forshan H.P. Endocrinologia Bésica y Clinica Ed Manual Modemo S.A.
de C.V. 2a ed. México D.F. 1988
Smith R.C. y Norman M.R. Prolactine and Growth hormone:molecular heterogeneity and
measurement in serum. Ann Clin Biochem 1980, 27:542-550.
Goodman A.D. , Tenenbaum R. y Rabinowiitz D. Existence of two forms of inmunoreactive
Growth Hormone in human plasma. J.CE & M 1972 35:6

Bauman G. Growth hormone heterogeneity: Genes, isoh , variants and binding
proteins.Endocr. Rev 1991; 4:424-449.
Lewis U.J, Sing R.N.P. , Tuwiler et al . Human Growth Hormone; a complex of proteins.
Recent Prog Horm. Res. 1980; 36 :477-508.
Culler F.C. Kaufmann S. Friegeri L.G. y Jones K.L. Comparison of acute metabolics effects
of 22,000 Dalton and 20,000 Dalton Growth Hormone in human subjects. Horm. Metab.
Res. 1988:20:107-109.
Wrighl D.R. Goodman A.D. y Trimblek D. Studies on "big” Growth Hormone from human
plasma and pituitary . J. Clin. Invest. 1974; 54: 1084-1073.
Stolar M.W. Amburnk K. y Baumann G. Plasma "big” and "Big-big" growth hormone (GH) in

man: an olig ic series p d of structurally diverse GH monomers J. Clin,

Endocrinol. Metab. 59:212-218.

Baumann G., Shaw MA. y Ambum K.  Circulating growth hormone binding proteins. J.
Endocrinol Invest. 1994 ;17:67-81.

Whitaker M.D., Kleen G.G.,et al. Demonstration of biological activity of prolactin molecular
weight variants in human sera. J. Clin. Endocrinol Metab. 58: 828-830.

91



12,

13.

14,

15.

17.

19.

20.

21,

22,

23.

Gamier R. Aubert M.L. Kaplan S.I. y Grunbach. Heterogeneity of pituitary and plasma
prolactin in man: Decreased aMinity of "big"” prolactin in a radioreceptor assay and
svidence for its secretion. J. Clin. Endocrinol. Metab. 47:1; 273-281.

Jordan RM., Tresp NM. y Kohler P.O. Human Prolactin Heterogensity in Pituitary effluent
blood . Horm. Metabol . Res. 1985 ; §98-601.

Pellegrini 1., Gunz G..et al. Polymorphism of prolactin secreted dy human prolactinoma
cells: Inmunological,receptor binding, and biological propierties of the glycosylated and
nonglycosylates forms. Endocrinology 1988 ;122:2667-2674.

Champier J. Claustrat B.,Sassolas G.,Berger M. Detection and enzymatic deglycosylation of
a glycosylated variant of prolactin in human plasma. FEBS lett, 212:220-224,

Farreras V. P. Medicina Interna Tomo Il Editorial Marin S.A. 1982 Barcelona (Espaiia)
p.p. §37-5686.

Netter H.F. Sistema Endocrino y Enfermedades Metabdlicas Coleccion Ciba de
ilustraciones médicas . Tomo IV Editorial Salvat S.A. Barcelona 1980 p.p. 3,9,10,24
Bhagavan N.V. Bioquimica Editorial Interamericana 1978 p.p. 801-806.

Harper A H. Manual de Quimica Fisiolégica 4a. ed. ElManual Modemo , México D.F. p.p.
474-538.

Martial JA. Hallewell RA. Baxer J.D. y Goodman HM. Human growth
hormone:complementary DNA cloning and expresion in bacteria. Science 1979; 205:602-
607.

Rudd B.T. Growth, growth hormone and the somatomedins:a historical perspective and
current concepts. Ann. Clin. Biochem. 1991; 28:542-555,

Karlander S. Uranic M, y Efendié S. Increased glucose turnover and glucose cycling in
acromegalic patients with glucose tolerance. Diabetologia  1986; 29:778-783.

Milton C.F. et al Peripheral glucose metabolism in Acromegaly J. Clin Endocrinol. Metab.

1991;72 5:1048-1053,

92



24,

25,

26.

27.

28,

29,

30.

3.

3z

33.

34,

35,

Makoff E. ,Lee D.W. et al. Release of the 22,000 and the 20,000 daitons variants of growth
hormone in vivo and in vitro by human anterior pituitary cells. J. Clin. Endocrinol. Metab.
1986 62:664-6869,

Barrett R.J. Friesen H., Astwood E.B.  Characterization of pituitary and peptide hormones
by electrophoresis in starch gel. J. Bid. Chem. 1962; 237:432-439.

Frantz A.G. In: Lactogenic hormones. Wolstenholme G.EW, Knight J. (Ed) Churchil
livingtone. Edinburgh and London. 1972; p. 188

Shiw R.P.C. y Friesen H.G. Mechanism of action of prolactin in the control of mammary
gland function. Ann. Rev. Phisiol. 1980; 42: 83-96.

Malacara J.M., Garcia V.M. y Valverde R.C. Fundamentos de Endocrinologia 3a. Edicién
Edit. L.a Prensa Médica Mexicana México D.F. 1980

Kleinberg D.L. Noel G.L. y Frantiz A.G. Galactorrhea : a study of 235 cases including 48 with
pituitary tumors N. Engl. J. Med. 1977 ;296.:589.

2arate A.T. Canales E.S. y Forbach G. Galactorrea: un signo de patologia diversa. Folleto
Sandoz de México S.A. de C.V. 1984,

Johnston D.G., Haigh R.W.y Watson M. Prolactin secretion and biological activity in female
with galactorrhea and normal prolactin concentrationes at rest. J. Clin. Endocrinol Metab.
1985 ; 22:661 .

Ochoa R. Mason M. Fonseca ME: Moran C. y Zarate A.  Distribution of growth hormone
isoforms in sera from womwn with normal ovarian function, galactorrhea and
normoprolactinemia. Fertility and Sterility 1993; 60: 272-275.

Tyreli J. B. y Wilson C.B.  Pituitary syndromes, Surgical Endocrinology: Clinical Syndromes
Lippincott, 1978.

Moran C., Tena G. Fonseca M.E., Ochoa R., Zarate A.Changes in the prolactin serum
isoforms secreted by a pituitary adenoma ascciated with therapy. Arch Med Res. 1994
25;1:1-30

Porath J.y Flodin P, Gel filtration Nature. 1959; 183:1657

93



36.
37,

38,
39.

40.

41,

42,

43,

44,

45,

46,

47.

Fisher L. Introduccion a la cromatografia en gel. Edit El Manual Modemo S.A. 1975
Sigma Chemical Company Gel Filiration molecular weight markers January 1986 Technicat

Bulletin No. GF-3
Charles P.W. Im ys Methods in enzymology 1990, 182; §3:700-718

De la Cruz C.D. y Mendoza M.N.V. Manual para elaborar proyectos de investigacién en
ciencias de la salud. UNAM México 1990 p.p. 7-45

Baumann G. Mac Cart J.C.y Ambum K. The molecular nature of circulating growth hormone

in normal and acr galic man: evid for a principal and minor monomeric forms. J.
Clin. Endocrinol Mertab. 1983 56:946-952
Eastman R.C. Lesnia K. M.A. Hendricks C.M. et al Radioreceptor assay (RRA) of endogenous

and g hGH p ts in pathologic states: evidence for increased RRA of little
hGH in acromegaly. Program of the 58th Ann. al Mesting of The Endocrine Society, San
Francisco, CA, 1976, p 304

Li CH, Human Growth Hormone: Perspectives on its Chemistry and Biology. In: RaitiS (ed)
Advances in Human Growth Hormone Research pp 321-341

Hanson LA, Roos P y Rymon L. Heterogenety of human growth hormone preparations by
immuno-gel filtration and gel filtration electrophoresis. Nature 1966, 212: 948-949

Moore WV.  The Role of Aggragated hGH-deficient children J Clin Endocrinol Metab 1978
46: 20-27

Baumann G, Show M A y Amburmn K. Regulation of plasma growth hormone-binding
proteins in health and disease. Metabolism 1989 38: 683-689

Merimee TJ, Baumann G y Daughaday W H, Growth hormone binding protein: studies in
pygmies and normal statured subjets Il. J Clin Endocrinol Metab 1990; 71:1183-1188
Baumann G, Ambum Ky Show M A. The circulating growth hormone (GH)-binding protein
complex: a major constituent of plasma GH in man. Endocrinology 1988; 122: 976-984

94"



48.

49.

50.

' 61,

52.

53.

54.

55.

Mannor D A, Winer L M, Show MA y Baumann G. Plasma growth hormone binding proteins:
effect on growth hormone binding to receptors and on growth hormone action. J Clin
Endocrinol Metab 1991; 73: 30-34

Lewis U J, Singh R N P, Vander Laan W P y Tutweiler G F. Enhancement of the
hyperglycemic activity of human growth hormons by enzymic modification. Endocrinclogy
1977, 101: 1587-1603

Losthoh A J y Krahli M E. A hyporgly.comic peptide from pituitary growth hormone:
preparation with pepesin and assay in ob/ob mice. Proc Natl Acad Sci U S A 71:1244-1248
Louis L H y Conn J W Diabetogenic polypeptide from human pituitaries similar to that
excreted by proteinuric diabetic patients. Metabolism 1972; 21: 1-9

Cunningham B C, Bass S, Fuh Gy Wells J A.  Zinc mediation of the binding of human
growth hormone to the human prolactin receptor. Science 1990; 1709-1712

Cunningham B C y Wells J A. Rational design of receptor-specific variants of human
growth hormone. Proc Nati Acad Sci U S A 1991; 88: 3407-3411

Ray J, Okamura H, Kelly P A, Liebhaber S Ay Cooke N E. Afteration in the receptor binding
specificity of human growth hormone by genomic exon exchange. Mol Endocrinol 1990; 4:
101-107

Cunningham B C, Henner D J y Wells J A.  Enginesring human prolactin to bind to the
human growth hormone recepto. Science 1980; 247; 1461-1465

95



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Marco Teórico
	Capítulo III. Diseño Experimental
	Capítulo IV. Resultados
	Capítulo V. Discusión de Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía



