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Términos cientificos de: Anatomia/ Histologia/ Citologia:
- SCG: ganglio cervical superior.

- SCGx: extirpacion bilateral del SCG.

- Px: pinealectomia pinealectomizado.

- LCR: liquido cefalorraquideo.

- SNC: sistema nervioso central.

- SCN: nucleo supraquiasmatico.

- MBH: hipotalamo mediobasal.

- BHE: barrera hematoencefélica.

- APUD: "Amine Precursor Uptake and Decarboxilation”.

Bioguimica/ Biologia molecular:
- 3H: sustancia tritiada.
- TRP: triptéfano.

- L- TRP: triptéfano, forma levogira.

Indoles pineales:

- HW: 5-hidroxi-triptéfano.

- HT: 5-hidroxi-triptamina (serotonina).
- aHT: N-acetil-5-hidroxi-triptamina.

- HAId: 5-hidroxi-acetaldehido.

- HA: &cido-5-hidroxi-indol-acético.

- HL: 5-hidroxi-triptofol.

- MT: 5-metoxi-triptamina.

- aMT: N-acetil-5-metoxi-triptamina (melatonina).
- MA: &cido 5-metoxi-indol-acético.

- ML: 5-metoxi-triptofol.

- MW: metoxi-triptéfano.

- aML: N-acetil-5-metoxi-triptofol.

- aMK: N-acetil-5-metoxi-kinurenamina.

- aFoMK: N-acetil-N2-formil-5-metoxi-kinurenamina.

Metabolitos del triptéfano via Kinurenina:
- L-Kyn: L-Kinurenina, Kinurenina.

- OH-Kyn:3-hidroxi-kinurenina.

- OHA: 3-hidroxi-antranilico.
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- AP: acido picolinico.

- AN: &cido nicotinico.

- AQ: &cido quinolinico.
- AX: &cido xanturénico.
- AA: acido antranilico.
- AK: acido kinurénico.

- NAM: nicotinamida.

Probables Neurotransmisores:
- NE: noradrenalina.

- E: adrenalina o epinefrina.

- DA: dopamina.

- Ach: acetil colina.

- GABA: 4cido gamma-amino-butirico.

Hormonas, hormonas liberado ras y neuropéptidos:
- CRH: hormona liberadora de corticotropina.

- ACTH: hormona estimulante de la corteza suprarrenal.
- COR: cortisol.

- GHRH: hormona liberadora de somatotropina.

- GH: hormona de crecimiento.

- SS: somatostatina.

- PRL: prolactina.

- GNRH: hormona liberadora de gonadotrofinas.

- FSH: hormona foliculo estimulante.

- LH: hormona luteinizante.

- TRH: hormona liberadora de tirotropina.

- TSH: hormona estimulante del tiroides.

- T4: tiroxina.

- T3: tri-iodo-tironina.

- TCT: tirocalcitonina.

- PTH: parathormona.

- MSH: hormona estimulante de los melanocitos.

- PG: prostaglandinas.

- AVP: arginina-vasopresina.

- VIP: péptido intestinal vasoactivo.
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- DSIP: "delta-sleep-inducing-peptide".
- POMC: proopiomelanocortina.

- B-end: B-endorfinas.

Enzimas pineales y otras. Coenzimas:

- TPO: triptéfano-pirrolasa (triptéfano-oxigenasa).
- TH: tript6fano hidroxilasa.

- AAD: amino-aromatico-descarboxilasa.

- HW - Descarboxilasa: 5-0 H - tript6fano-descarboxilasa.
- SNAT o NAT: serotonin-N-acetil-transferasa.

- HIOMT: hidroxi-indol-O-metil-transferasa.

- IDO: indoleamina-2,3-dioxigenasa.

- MAO: mono-amino-oxidasa (tipos A o B).

- AID: aldehido-reductasa.

- AD: alcohol-deshidrogenasa.

- DBO: dopamina-a-oxidasa.

- TrH: tirosina-hidroxilasa.

- COMT: catecol-O-metil-transferasa.

- AcCoA: acetil-coenzima-A.

Otros términos y anotaciones cientificas:
- RN: recién nacido.

- Lm.: intramuscular.

- Lv.: intravenoso.

- Lp.: intraperitoneal.

- Lc.v.: intracerebroventricular.
- g.: gramos.

- Kg.: kilogramos.

- ml: mililitro.

- cm: centimetros.

- mm: milimetros.

- pg/ ml: picogramos por ml.

- ng/ ml: nanogramos por ml.
- j.tg/ml: microgramos por ml.
- min.: minuto.

- Fig.: figura.
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- Ri.: pico de referencia.

- M: molar.

- N: normal.

- D.E.: desviacion estandar.

- X +/- DS: media mas menos desviacion estandar.
- n: namero de casos.

- p: nivel de significacion.

- N.S.: no significativo.

- g.l.: grados de libertad.

- a: coeficiente de regresion.

- b: término independiente.

- r: coeficiente de correlacion.

- R: coeficiente de determinacion.

- t: t de Student.

- F: F de Snedecor. .

- exp.: experimental.

- R.L.: regresion lineal.

- HPLC-ED: cromatdgrafo liquido de alta resolucidn, deteccion electroquimica.
- RIA: radio-inmuno-ensayo.

- GC-MS: cromatégrafo de gases-masa.
- Ca: calcio.

- P: fosforo.

- Mg: magnesio.

- FAO: fosfatasa alcalina 6sea.

- FAH: fosfatasa alcalina hepatica.

Grupos de estudio:

- BTF: baja talla familiar.

- RCC: retraso constitucional del crecimiento y desarrollo.
- DGH: déficit de GH.
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1. Introduccion.

La glandula pineal forma parte de la region diencefalica, esta alojada en el centro
geométrico del encéfalo y tiene el tamafo y la forma de un pifién, lo que originé su nombre
inicial «konarium», (pifién en griego) (1). Al surgir como una evaginacion del techo del tercer
ventriculo recibe el nombre de epifisis (excrecencia superior), en contraposicion con la

hipofisis (excrecencia inferior).

La epiphysis cerebri o glandula pineal, se enmarca entre los 6rganos diencefalicos
cuya funcién esencial es la fotorrecepcion. Los fotorreceptores son 6rganos encargados de
colectar y procesar la radiacion luminica del entorno ambiental. Después de traducirla a
impulsos nerviosos, la envian hacia los centros neurales integradores que regulan las
actividades ciclicas de los individuos. Merced a su valor adaptativo, los centros somaticos de
esta indole persisten en todas las especies biologicas. La singularidad orgénica de esta

estructura nerviosa reside en cuatro hechos fundamentales:

1. Su evolucion a partir de un fotorreceptor ancestral.
2. Su antigiiedad y persistencia filogenética.

3. Su capacidad para traducir los ritmos del fotoperiodo ambiente a manera de pulsos

hormonales.

4. La multiplicidad de situaciones fisiologicas

en las que participa.
1.1 Evolucion.

Se estima que desde hace 400 millones de

afios esta presente en la escala de los vertebrados.
En sus comienzos funcioné como un ojo (tercer
0jo) (1). Su nicho era un orificio excavado en el
hueso parietal derecho. No estaba sola, su
compaiero fotorreceptor persiste bajo la piel que
cubre el dorso del craneo, el 6rgano parapineal, o
tercer ojo, de los anfibios y reptiles

contemporaneos. La epifisis en cambio, se

introdujo profundamente en el craneo hasta

LU

Sty adosarse al techo del tercer ventriculo cerebral.
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Juntas, epifisis y parapineal conforman el complejo pineal. Aves y mamiferos poseen solo el
componente epifisiario, en el resto de los vertebrados retiene su caracter de fotorreceptor,
captando la radiacién luminica a través de células fotosensibles, y mediante un haz de fibras

nerviosas, conduce la informacidén hacia el sistema nervioso central.
1.2 Historia.

En las culturas orientales permanece una vision esotérica. La pineal formaria parte de
los centros psiquicos superiores. En ella se localiza el séptimo chancra, o tercer ojo, que
proporciona la clarividencia, es decir poseer la conciencia de los acontecimientos pasados,

predecir el futuro y conocer la esencia de las cosas.

Para Heterofilo era una valvula que regulaba el paso del pneuma del tercero al cuarto
ventriculos. Galeno, demuestra que la glandula pineal esta localizada fuera del citado sistema
ventricular, y hace una meticulosa descripcion de sus caracteristicas y relaciones vasculares,
atribuyéndole una funcion de "paso" entre cerebro y vasos cerebrales. Vesalio (1514-1564),
contribuy6 igualmente a su conocimiento al sehalar su situacién anatémica en su conocida
obra "De Humanis Corporis Fabrica". Descartes la describe como asiento del alma,
recibiendo la informacién a través de los ojos para influir en el resto del organismo (2) (Fig.
1). Heubner describe en el afio 1898 la aparicion de pubertad precoz en un nifio con un
tumor pineal. A pesar de este hallazgo, hasta mediados del siglo XX se la considera
relacionada con enfermedades mentales al encontrarla calcificada en personas fallecidas con
esta patologia, comprobandose después, que esta proceso degenerativo podia encontrarse en
personas mentalmente sanas (3). En 1917, McCord y Allen demuestran que la administracién

extractos pineales aclaraba la piel de la rana (4).

Finalmente, Lerner y col. describen la estructura de su secrecién principal, la N-acetil-5-
metoxi-triptamina, a la que llaman melatonina porque es capaz de aclarar las células que

producen el pigmento melanina y ser un derivado de la serotonina.

Posteriormente, cuando se observa que estimulos procedentes del medio exterior
desencadenan procesos secretores, nace el concepto de "neuroendocrinologia”. Este hecho
ofrece nuevas perspectivas al estudio de la glandula pineal. La sustancia "mensajera" entre el
medio externo y el interno debia tener caracteristicas tanto neurales como endocrinas, estar
en disposicion de responder a los productos "neurohumorales" que son depositados
localmente por medio de las terminaciones nerviosas, y tener un mecanismo nervioso capaz
de sintetizar una hormona y trasladarla hasta el torrente sanguineo. Inicialmente, las

estructuras anatomicas que integraron este nuevo "sistema neuroendocrino" fueron el

Enrique Caro Cruz
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hipotalamo-l6bulo posterior hipofisario, hipotalamo-l6bulo anterior hipofisario y la médula
suprarrenal, y posteriormente, tras las aportaciones de Wurtman y Axelrod (5), el

denominado "cuarto transmisor neuroendocrino": la glandula pineal.

Ademas de ser un 6rgano endocrino de origen neural, la glandula pineal posee una

"

poblacion celular tnica y homogénea, "el pinealocito ", elemento neuroendocrino que
funciona intimamente relacionado con los cambios de luminosidad ambiental. En su
actividad circadiana esta controlada por el nicleo supraquiasmatico del hipotalamo,
modulado a su vez por las fibras nerviosas que le llegan procedentes de la retina. Como
resultado funcional la glandula pineal produce compuestos peptidérgicos y cuatro
metoxiindoles, entre ellos la melatonina, considerada una "hormona maestra" capaz de
regular (modular) la produccion de otras, logrando asi un adecuado engranaje del concierto
hormonal. Los pinealocitos pueden mantenerse con facilidad en medios de cultivo, lo que

posibilita en gran medida su estudio funcional.

En definitiva, estas concepciones fisiologicas, han permitido que el conocimiento de los
aspectos tanto anatémicos como funcionales de la glandula pineal, se haya incrementado de
forma exponencial en el transcurso de los dltimos afios, todo lo cual hace pensar que esta
estructura glandular por sus especiales caracteristicas y por sus relaciones con el medio
externo e interno, puede ser la clave de multiples mecanismos de regulaciéon endocrino-

metabdlica.

A finales de los 70 Reiter (6), propuso a la melatonina como la hormona mediadora de
los cambios del eje gonadal del hamster en relacion con el fotoperiodo prevalente, que
permiten al animal reproducirse al llegar el periodo estival cuando la abundancia de
alimentos eleva las posibilidades de supervivencia de la cria. Posteriormente, y ya de una
forma continuada, han ido describiéndose nuevos aspectos funcionales de la melatonina: su
relacion con los mecanismos que regulan las situaciones de vigilia-suefo, su participacion
como hormona del periodo postictal refractario en los trastornos convulsivos, su accion como
hormona tranquilizadora (antagoénica en cierta medida del cortisol y en consecuencia "anti-
estrés"), su reciente descripciobn como potenciadora del sistema inmune y por tanto
relacionada con el cancer, su ya clasica participacion en los ritmos biologicos admitiéndose
en la actualidad su papel fundamental en la regulaciéon del suefio y su empleo terapéutico en
el desajuste horario que se presenta en los viajes transatlanticos (“jet lag"). La mas reciente
entre las acciones atribuidas a la melatonina es el reconocimiento, nuevamente por Reiter, de
su capacidad antioxidante, accién que en la literatura ha sido corroborada por mas de 800

trabajos internacionales.
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En la actualidad la investigacion pineal se considera como un terreno interdisciplinar, en
el que tienen mucho que aportar bidlogos, fisidlogos, endocrinélogos, cronobidlogos, y
clinicos. Hoy no se duda del importante papel que la pineal y su neurohormona juegan en el
concierto neuroendocrino, porque estamos ante una sustancia simple que ha conservado su
estructura molecular a lo largo de miles de millones de anos. Debi6 aparecer como
antioxidante en seres unicelulares, para neutralizar la toxicidad del oxigeno, adquiriendo
posteriormente funciones hormonales conforme aumentaba la complejidad del organismo
vivo. A lo largo de la evolucién ha mantenido su perfil circadiano con maxima secrecion
nocturna, coincidente con el periodo de descanso de la mayoria de las especies, debiendo

participar en consecuencia en los procesos de restauracion.
1.3 Embriologia.

La glandula pineal humana aparece como una evaginacion del diencéfalo dorsal hacia el
dia 36 de gestacion (estadio de 6-8mm). Procede del ectodermo del tercer ventriculo y de la
pia de la tela coroidea. Esta dltima forma la capsula y los septos a través de los cuales

penetran en la glandula los vasos sanguineos y las fibras nerviosas.

Durante el periodo embrionario sus células se disponen formando cordones que se

agrupan en dos lobulos, que finalmente se unen hacia el
dia 150 de gestacion, haciéndose imperceptible después
del nacimiento el tracto conjuntivo que los separaba. Al
inicio del tercer mes de gestacion las fibras nerviosas
comisurales ya han penetrado en el 6rgano, mientras
que las fibras nerviosas simpaticas llegan al polo caudal

pineal entre los 60 y 82 dias, y presentan varicosidades

terminales sobre el dia 150 de gestacion, momento en el

que contienen vesiculas claras de nicleo denso o

Figura =.-

granulares, con serotonina (HT). Este hecho, junto a la

presencia de bandas sinadpticas entre pinealocitos,

indica que la pineal fetal ya es activa. (7).

La estructura lobular desaparece tras el nacimiento y la glandula pineal adopta una
disposicion "en mosaico" hacia el noveno mes de vida postnatal. Cuando el nifio alcanza el
ano de vida, la morfologia pineal es practicamente idéntica a la del adulto (8), con
desaparicion de la estructura en mosaico; encontrando en el parénquima foliculos de células
ependimarias de origen subcomisural. La importancia funcional de estos cambios se

desconocen (9).
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1.4 Anatomiay relaciones anatémicas.

La pineal humana, descansa sobre la cara posterior del diencéfalo entre los tubérculos
bigéminos craneales, formando una depresién conocida como la huella de la epifisis, tiene
forma conica o de pifia. (Fig. 2). Se calcula su peso medio entre 130-140 mg con amplias osci-
laciones individuales, suele aumentar con la edad hasta los 30-50 afnos, y después disminuye
ligeramente. Su color es gris oscuro y sus diametros estan comprendidos entre 7x5x4 mm y
12x8x4 mm aproximadamente (10), (11). En la figura 3, se representa la imagen obtenida
mediante TC de la pineal humana. Se describe una relacion directa
entre el tamafio de la pineal y la distancia al ecuador a la que se
encuentra el habitat de la especie animal considerada. Su morfologia
(cono, pina, elipse) nos ha permitido el desarrollo de un modelo
teérico para obtener una aproximacion valida de su volumen. Ese

modelo se expresa en la
(Fig. 4).

Figura g

Su tamano no guarda
relacién con el peso del cerebro, ni con la raza,
siendo significativamente superior en individuos

tratados con corticoides. Conforme aumenta la

edad del individuo aumenta ligeramente la |Fiuwas

lobulacion, fibrosis y gliosis, y desciende Ila

celularidad. Las necropsias efectuadas a fallecidos por neoplasias malignas revelan una
pineal de menor tamano que los fallecidos por otra causa, y mayor namero de cavidades (13).
El flujo sanguineo de la pineal es mucho mayor que el de otras glandulas y 6rganos, siendo

superado inicamente por el rifdn.

1.4.1 Inervacion.

La pineal tiene una doble inervacién: postganglionar simpatica, (descrita por Ramoén y
Cajal en 1904) (14), de origen periférico, noradrenérgica, e inervacion serotoninérgica, de
origen central. Las fibras postganglionicas llegan a la pineal junto a los vasos sanguineos y
terminan en los espacios pericapilares y a veces entre las células parenquimatosas sin formar
sinapsis con éstas (15). La trascendencia funcional de la integridad de la via nerviosa se pone
de manifiesto porque la extirpacion bilateral del SCG, su interrupcion a cualquier nivel, asi
como la administracion de farmacos B-bloqueantes provocan la supresion hormonal. La
pineal también dispone de inervacion parasimpatica colinérgica. Las fibras pinealopatales

parten del SNC y llegan a la pineal a través del tallo pineal. La mayoria tienen su origen en
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células situadas en los ntcleos del rafe y habenular medial y/o lateral. Usan serotonina como
neurotransmisor. Hay ademas neuronas y fibras peptidérgicas. Algunos estudios atribuyen
también a las hormonas hipotaldmicas el papel de neurotransmisores con capacidad
reguladora de la funcién pineal. La existencia de verdaderas fibras pinealofugales (inervacion

sensorial de la glandula pineal) no esta plenamente establecida (11), (15), (16).

1.5 Control neural de la sintesis de melatonina.

La via nerviosa que determina el ritmo pineal de producciéon hormonal comienza en la
retina. Los axones de las células oculares, penetran en el nervio 6ptico y ejercen funciones
visuales y procesos neuroendocrinos. Ambas vias estidn anatdbmicamente separadas: las fibras
que vehiculan la informacién luminica hacia la pineal caminan por el tracto retino-

hipotalamico (17), (18).

Esta compleja via polineuronal comienza en la retina, sinapsa en el SNC, y lo abandona
como fibras preganglidnicas que penetran en el ganglio cervical superior (SCG). Incluye las
proyecciones retino-hipotalamicas al nucleo supraquiasmatico contralateral (2/3 partes),
desde aqui al area hipotalamica tuberal medial y posteriormente al hipotalamo lateral donde
de nuevo sinapsa. Desde aqui los axones descienden por la columna celular intermediolateral
de la médula toracica superior, que es el origen de las terminaciones pregangliénicas que
llegan al ganglio cervical superior. En esta via polisinaptica estd incluido el nicleo

paraventricular del hipotalamo (19), (20).

El nicleo supraquiasmético es una pequefia agrupacion neuronal, bilateral, situada
inmediatamente por encima del quiasma 6ptico que mantiene una periodicidad auténoma
(esto es, independiente de la variabilidad exdégena) de tipo circadiano en su actividad
metabdlica y eléctrica. Es la estructura mas importante del complicado mecanismo nervioso
generador, regulador y sincronizador de los diferentes biorritmos, entre ellos la actividad
ritmica de la glandula pineal. El SCG suple la inervacion simpatica de la glandula pineal,
eminencia media, vasos sanguineos craneales, plexo coroideo, neurohipofisis, ojos, glomus
carotideo y la glandula tiroidea, paratiroides y glandulas salivares. En consecuencia, su
extirpacion tiene efectos mas amplios que una simple denervacion pineal. Es un "centro
neuroendocrino periférico” capaz de integrar senales hormonales y posee receptores para

algunas hormonas (20), (21), (22).

1.6 Regulacioén de la sintesis de melatonina.

La biosintesis de los metoxiindoles esta controlada por un impulso nervioso simpatico

con ritmo circadiano, sincronizado con el ciclo de luz y modulado por las hormonas cir-
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culantes. La NE (noradrenalina), agonista mixto de los receptores a y B, regula el ascenso
nocturno de la produccion de melatonina. La luz ambiente modula la liberacién de NE por
parte de las terminaciones nerviosas simpéticas libres entre los pinealocitos, de forma
inversa a la intensidad luminica: escasa liberacion de NE durante el dia con acusado aumento
nocturno. Igual ritmo circadiano presentan las enzimas sintetizadoras NAT (N-acetil-
transferasa) e HIOMT (hidroxi-indol-O-metiltrasferasa) y los productos intermedios HT
(serotonina), aHT (acetilserotonina) entre otros (Fig. 5). La exposicion nocturna a la luz
suprime la secreciéon de melatonina. En los seres vivos diurnos incluida la especie humana,

esta supresion nocturna necesita una intensidad luminica elevada (23), (24), (25), (26).

pineelocito

Fig. 5 La norepinefrina es el

neurotransmisor de las

o Trypiephan terminaciones nerviosas
Norapineghring

S-hydroxytryptephan

nglle aring
gangl acids Serolonin

postganglionicas de la glandula

pineal. La norepinefrina actila sobre

nicieo cervical AMR
vipaamibiy | EReLe adenylate pratein —w=NAT los Beta y en algunos casos sobre los
C‘ <H & 1 |\cyelase synthasig
¥ ATP P-acatyizeralanin alfa receptores o ambos, para
HIOMT

B-udrenarg, estimular la produccion de aMT,

receplor Lacciones Melatonin
intracelutaves?

actuando como un segundo

mensajero el AMPc. Reiter RJ, 1984.

corddn
intermedinlateral

El mecanismo de la sintesis de melatonina pasa por la estimulaciéon del receptor
seguido de un aumento en la concentracion intracelular de AMPc (adenosin-monofosfato
ciclico). La NE liberada inicialmente interactia con los receptores (1, que inducen un
aumento rapido en la conversién de serotonina a melatonina. La sintesis nocturna de
melatonina puede ser frenada por el propanolol, bloqueante [—adrenérgico. La
concentracion pineal de HT alcanza su pico a mediodia y la concentracion minima a
medianoche, ritmo opuesto al de melatonina. Existe gran similitud entre los ritmos de NAT y
melatonina. La NE es el principal neurotransmisor implicado en la regulacion pineal. Un
segundo regulador puede ser el péptido intestinal vasoactivo (VIP): en el tejido pineal
abundan los receptores para VIP, su concentracion sigue un ritmo circadiano y es capaz de
estimular la produccion de AMPc y de NAT (26), (27).

Dos enzimas primordiales intervienen en la interpretacion de la sefial transmembrana
mediada por la activacion del receptor: adenil-ciclasa y proteinquinasa, calcio-fosfolipido
dependiente. El mecanismo implicado en la potenciacion del estimulo 8 sobre la acumulacion

de AMPc y GMPc, parece producir una elevacion de Ca ionico intracelular y de la actividad
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fosfolipasa C. La fosfolipasa C aumenta la produccion de diacilglicerol, que actuando
sinérgicamente con el calcio idnico activa la protein-kinasa C. Esta enzima aumenta la
eficacia de la activacion b sobre la produccién de AMPc y GMPc. Los receptores 3 estan aco-
plados a la adenil-ciclasa, mientras los receptores a2 pueden inhibir esta enzima, en
presencia de agonistas adecuados (clonidina). El estimulo de la secrecion de GH mediante

clonidina provoca un descenso en la concentraciéon de melatonina (Fig. 6) (28), (29), (30) .

307 507
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Fig. 6 Diferente respuesta de los niveles de GH y aMT tras la
administracién de clonidina. Fernandez JM. Tesis Doctoral,

Universidad de Granada, 1993.

1.6.1 Receptores de melatonina.

Se ha demostrado la presencia de receptores de melatonina en diversas regiones del
cerebro humano (31), intestino (32), ovarios (33) y vasos sanguineos (34). Se distinguen dos
tipos de receptores de membrana (35): a) Mell de alta afinidad (picomolar), de mas amplia
localizacion. Se han separado dos subtipos presentes en humanos, los Mell (a) localizados en
la "pars tuberalis" de la hipofisis y en el nicleo supraquiasmatico, implicados
presumiblemente en la regulacion de los ritmos circadianos y la reproduccion, y los Mell (b)
localizados en retina y cerebro e implicados en la regulaciéon de la funcién retiniana. También
se han encontrado en el rinon, tracto gastrointestinal y vasos sanguineos. Un tercer subtipo,
los receptores Mell (c) no se ha descrito en mamiferos; b) Mel2 de baja afinidad (nano-
molar) y distribucién no determinada. Asimismo, la melatonina también puede interactuar
con receptores intracelulares, dada su liposolubilidad, sugiriendo que pudiera intervenir en la
accion nuclear de la hormona (35). Recientemente se han acumulado evidencias de que la

melatonina es el ligando natural de la subfamilia RZR/ROR de receptores hormonales
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huérfanos presentes en el ntcleo celular, contrariamente a la creencia generalizada de que la
hormona pineal actuaria exclusivamente a través de los receptores de membrana. La union
de melatonina al ndcleo posibilita su control de la trascripciéon genética, que muy
probablemente es responsable de parte de los efectos fisiologicos de la hormona. El
RZR/ROR se une como un monémero al DNA. Es muy esclarecedor comprobar que el gen de
la 5-lipoxigenasa, el primero identificado que responde a RZR/melatonina, no se expresa en
el cerebro y no esta implicado en el ritmo circadiano sino que actiia fundamentalmente en la
periferia, sobre todo en las células mieloides, produciendo una de las enzimas clave en las
reacciones alérgicas e inflamatorias. En consecuencia, la sefal nuclear de la melatonina abre

una nueva perspectiva en la compresion de las acciones de la hormona pineal (36), (37), (38),

(39), (40).

Otro receptor nuclear importante es el COUP-TE. Cuatro sustancias producidas en
respuesta a la activacion del RZR/ROR son inducibles por melatonina en condiciones de
actividad baja, constitutiva. También como actividad constitutiva, el COUP-TF es estimulado
por un componente sérico. Esta podria ser la primera pista para explicar las acciones

antimutagénicas y antiproliferativas de la melatonina (41)

La melatonina se une a sus receptores especificos presentes en la membrana de las
células T helper activadas estimulando la produccién de interfer6n gamma, interleukina-2 y

de péptidos opioides, que a su vez incrementan la respuesta inmune.

1.6.2 Maduracion del sistema generador del ritmo de melatonina.

En la embarazada existe un ritmo circadiano normal en la produccion de melatonina que
se mantiene hasta el parto. En ese momento la concentracion obtenida esta en funcion de la
hora del dia y del tipo de parto. En sangre de cordén también existe ritmo circadiano de
melatonina, reflejo del ritmo materno, lo que se comprueba al no detectarse dicho patréon en
neonatos con mas de 72 horas de vida (Fig. 7), cuando toda la hormona de procedencia
materna ha sido aclarada, fundamentalmente via hepatica. La inmadurez de las vias
nerviosas y de los mecanismos hormonales hacen que el recién nacido no sea capaz de
imprimir a su produccion de melatonina una variaciéon circadiana. Atn asi, si es capaz de
responder con un incremento de produccién ante los estimulos que habitualmente la regulan,
como se demuestra en el mismo grupo de neonatos que permanecieron con los ojos tapados
para evitar el dafo ocular por fototerapia indicada en la ictericia del recién nacido. Debemos
recordar que la luz suprime y la oscuridad incrementa, la produccién de melatonina; y que el
momento de presentacion de la luz, al amanecer, es el principal zeitgeber sincronizador de

los ritmos circadianos.
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Figura 7. Los recién nacidos sometidos a 400
fototerapia, procedimiento mediante el cual
permanecen con los ojos tapados, muestran un
incremento de los niveles circulantes de melatonina, 300
demostrandose que al nacimiento la glandula pineal
ya es funcionante. A la elevada concentracién de
melatonina contribuye parcialmente la inmadurez RS
hepatica (principal via metabodlica de degradacién

de la melatonina). Jaldo Alba F, Muiioz Hoyos A et
100

tonina en plasma (pg/ml)

al. Ligth deprivation increases plasma levels of

melatonin during the first 72h of life in human

infants. Acta Endocrinol 1993; 129: 442-445.

Gupta y cols (42) han demostrado que el incremento en las concentraciones
circulantes y un ritmo tipo adulto de secreciéon de melatonina se establece entre los 3 y 6
meses de vida. Este momento coincide con la aparicion del ritmo vigilia/suefio y con el freno

en la produccién pulsatil de la hormona

Alto ELEVADAS | 1 |
SECRECIONES | I t :
FETALES | .
i | | SECRECION I ; Figura 8. Conceptos actuales de la
— |
. OGENOS .z . . P . .
ADRENAL DE e : maduracion del eje hipotdlamo-hipofisario-
ANDROGENOY el gonadal (gonarquia) y la secrecién de
HIPOFISARIO d L, d l d .
Pl ~__ 1 | andrégenos adrenales (adrenarquia)
At SECRECTON DE L durantela lactancia, infancia y desarrollo
ASOCIADA AJ, SUBRO,
I:mcnsmm——ossmomﬁs r L puberal. El brusco descenso prepuberal de la
EXUALES FEED-
2 G 1 .z s
SECRECION DE i i el concentracién sérica nocturna de
GONADOTROFINAS SCTERTOTE ! _ ) o
I ONADOTROFA ] melatonina vendria a coincidir con la
! .
| adrenarquia.

Bajo 1

1] 2 10 15

hipotalamica liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Respecto al suefio, se modifica de modo
profundo su estructura. Respecto al eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, las secreciones de
FSH/LH y en consecuencia de estradiol y testosterona (43), que estan en rango adulto desde
el nacimiento, disminuyen de modo acusado hasta situarse en niveles prepuberales. No
vuelven a aumentar de nuevo hasta que se inicie la pubertad, y este hecho coincide con un

brusco descenso de la concentracion circulante nocturna de melatonina (Fig. 8).

Cuando el sistema neuroendocrino generador del ritmo de melatonina ha madurado, la
concentracion maxima de la hormona se obtiene en las muestras de alrededor de las dos de la

mafana. La concentracion minima, después de mediodia, sobre las dos de la tarde. Todo
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proceso que interrumpa anatémica o funcionalmente la via nerviosa de produccion antes
descrita (traumatismos, tumores, neuropatia diabética, etc.) hara disminuir la concentracion
maxima de la madrugada. Cualquier proceso que conlleve modificaciéon de niveles
intracerebrales de neurotransmisores (envejecimiento, enfermedades mentales, migrana,

etc.) es probable que ademaés altere su momento horario de maxima secrecion (acrofase).

Como veremos mas adelante la maxima produccion de melatonina se produce en el
periodo preescolar, con un pico maximo en el segundo afno de vida, con un descenso
progresivo posterior tanto por caida en los valores absolutos como por aplanamiento del
ritmo circadiano. El descenso mas brusco de la concentracion de melatonina medida en la
acrofase ocurre coincidente con la adrenarquia, esto es aproximadamente dos afios antes del

inicio de los primeros signos anatomicos puberales (42).

1.7 Concentraciones de melatonina durante los primeros afios de vida.

La medicién de aMT en arteria y vena umbilical, con muestras procedentes de recién
nacidos normales a término, pone de manifiesto la presencia de un ritmo diario de aMT tanto
en arteria como en vena umbilical, con una correlaciéon lineal positiva de la concentracion
hormonal entre ambos vasos, y mayor tasa en vena umbilical (sangre de procedencia

materna) por la significativa contribucion de la pineal materna a la cifra total de aMT (44).

Los hallazgos en cordén umbilical difieren claramente de los obtenidos en muestras
procedentes de recién nacidos durante las primeras 72 horas de vida, en las que se hace
evidente: 1) La ausencia de fluctuaciones significativas en la concentraciéon plasmética de
aMT, 2) La falta de variacion dia-noche, esto es, la desaparicion del ritmo diario presente en
vasos umbilicales més arriba resefiado, y 3) No obstante, en el periodo neonatal precoz y
respecto a los valores en vasos umbilicales el valor absoluto de aMT se incrementa de modo
importante, probablemente debido a la inmadurez hepatica fisiol6gica con menor tasa de

metabolizacion (44).

De los datos expuestos se extrae la conclusion de que el ritmo diario evidenciable en
sangre de cordon es de origen materno, y que la pineal del recién nacido es incapaz de

imprimir a su secrecion tal periodicidad circadiana.

En otro trabajo de nuestro grupo pudimos demostrar que en recién nacidos sanos
sometidos a fototerapia (por tanto, tenian cubiertos los ojos en el momento de extracciéon de
la muestra) la pineal, a pesar de no imprimir una variacion circadiana a su secrecion, es
funcionante y capaz de responder a los cambios en la tasa de luz ambiente de modo similar al

adulto. La tasa media de melatonina en nuestros recién nacidos en el tercer dia de vida fue de
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142.61+14.94 pg/ml, que tras ser sometidos al menos a 24 horas de fototerapia pas6 a
230.79+19.61 pg/ml (45). A la elevada concentracion de aMT durante los primeros dias de
vida debe contribuir la inmadurez hepatica con menor grado de degradacion, por mecanismo
similar al demostrado en la cirrosis, que sin embargo podria suponer una protecciéon del
recién nacido frente al brusco incremento del estrés oxidativo que supone pasar del hipdxico
medio intrauterino al extrauterino con una hiperoxia relativa, si tenemos en cuenta el

potencial antioxidante de la aMT.
1.7.1 Variacion de la producciéon de aMT en funcion de la edad.

Los trabajos del grupo de Attanasio y Gupta (46) ponen de manifiesto que el ritmo
circadiano tipico de secrecion de aMT esta presente a partir del 3er mes de vida postnatal. En
un grupo de nuestros ninos entre 3 meses y 11 ainos hemos podido demostrar la presencia de

un ritmo circadiano tipico, con minimos niveles diurnos y elevados durante la noche.

Actualmente se acepta de modo unanime que la maxima secrecion de aMT ocurre
durante la infancia, con un pico maximo en el segundo ano de vida, inicidndose a partir de
este momento un descenso, tanto por caida de los valores absolutos como por aplanamiento
de su ritmo circadiano. Este hecho ha llevado a plantear que la pineal juega su funcion
primordial durante la edad pediatrica y que su estudio en estos grupos de edad puede
ayudarnos a desvelar la funcion primordial de la glandula pineal en la especie humana. En la
edad adulta la secrecion de melatonina sigue un paulatino descenso en funcion de la edad,
dato que ha sido confirmado por distintos autores y que podria estar en relaciéon con el pro-
ceso de envejecimiento, al que contribuiria el declive progresivo en la probable protecciéon

antioxidante aportada por la hormona pineal.

Gupta y colaboradores encuentran una relacion inversa entre melatonina y maduracion
esquelética. La menor concentracion de la hormona pineal ocurriria en ninos
esqueléticamente mas maduros (puberales), aunque también demuestran diferencias entre
niflos prepuberales con diferente nivel dé maduracion 6sea correspondiendo la menor
concentracion de melatonina a los nifios con mayor maduracién 6sea. Queda patente que
durante el desarrollo puberal la magnitud del incremento nocturno de melatonina
disminuye, aunque la caida mas marcada y altamente significativa ocurre en aquellos nifios
que estan unos afios antes del inicio de la pubertad. Para Gupta, con el avance de la
maduracion esquelética la magnitud del incremento nocturno de la melatonina emerge como
un marcador de maduracion esquelética que implica a otros procesos madurativos. Estos
datos se confirman en los nifios con pubertad precoz y edad 6sea avanzada, que muestran en

la acrofase nocturna un pico mucho menor que el observado en el grupo control de la misma

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 14

edad. Todos los sujetos estudiados por Gupta con edades 6seas menores tenian incrementos
que eran marcadamente mayores que los incrementos vistos en los controles de la misma
edad. Dos nifios con retraso puberal constitucional tenian incrementos dia/noche de
melatonina que no solo eran mayores que los esperados a su estado de desarrollo, sino que
eran incluso mayores que el incremento medio observado en los nifios prepuberales mas

jovenes (42).
1.8 Acciones y aspectos de interés clinico de la melatonina.

Numerosos trabajos de investigacién han conducido a la evidencia actual de que la
melatonina, en condiciones fisiologicas, posee una serie de efectos, que despiertan el interés y
la curiosidad para su posible aplicaciéon a la clinica endocrinologica infantil: 1) Su papel
antigonadal. 2) Su estrecha relacion con la pubertad-adolescencia-menopausia. 3) Participa
de forma importante en la regulacion del ciclo circadiano de la temperatura corporal, y en
otros ritmos biolégicos 4) Se ha demostrado una accion inhibitoria sobre mecanismos
excitadores del sistema nervioso central 5) Mas recientemente han sido descritos su papel
inmunomodulador sobre el sistema inmune y su capacidad antioxidante. Acciones que
probablemente y a pesar de su disparidad obedezcan a mecanismos muy bésicos. Siguiéndose
la directriz de esta monografia, vamos a describir los aspectos de mayor interés en relacion a

esta hormona.
1.8.1 Glandula pineal y eje tiroideo.

Al igual que sobre la mayoria de 6rganos y sistemas, la glandula pineal parece ejercer un
efecto modulador inhibitorio sobre el tiroides, aunque los datos disponibles en la actualidad
proceden de la investigacion animal, y han de ser refrendados en el hombre. Parece claro que
el estimulo de la funcion pineal (como la oscuridad) produce una disminucion de la funcion
tiroidea, mientras que la pinealectomia incrementa el tamafio y la funcion del tiroides (47),
(48), (49). En ratas prepuberales, mantenidas durante 72 dias con distintos fotoperiodos, la
pinealectomia es capaz de elevar los niveles de TSH. En el hamster el acortamiento del
fotoperiodo produce una reduccién de los niveles plasméaticos de T4 y de los indices de

tiroxina libre plasmatica (50).

Ha sido referido que la administracion de melatonina inhibe la captacion de iodo por la
glandula tiroidea, y que estos cambios guardan relacién con el fotoperiodo, dependiendo el
efecto obtenido del momento del dia en que la hormona es administrada (51), (52). En

varones jovenes, estudiados antes y después de una deprivacion de suefio, no se encontraron
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variaciones en los niveles de melatonina, ni el conocido incremento de los niveles de TSH en

el grupo postdeprivacion de suefio (53).

La administraciéon de melatonina incrementa los niveles de TSH en la fase folicular sin
que ocurra modificacion alguna de las hormonas tiroideas, que no ejercen su efecto
modulador central negativo sobre la TSH. El sitio donde la melatonina realiza su accion
puede ser el hipotalamo anterior, pero no existen pruebas definitivas. Muchos de los datos
que demuestran efectos moduladores de la melatonina en la glandula tiroidea y en las
gonadas pueden ser explicados asumiendo que la melatonina interfiere con un mecanismo

serotoninérgico involucrado en el control de los factores de liberacion hipotalamica (54),

(55).

1.8.2 Glandula pineal y eje hipofiso-adrenal: Participacion de la glandula pineal en el

crecimiento y desarrollo.

Una de las caracteristicas fisioldgicas de la gldndula pineal es la gran cantidad de
interrelaciones que establece con otras estructuras organicas de caracter endocrinologico y
neuroendocrino. En este sentido existe una relacion demostrada por la publicacién de un
gran namero de articulos cientificos que nos exponen las distintas vias de relacion entre
ambas estructuras. Existen multiples razones para ello, pero una béasica, es la procedencia de
la glandula pineal y médula adrenal, ambas originarias en un nicleo embriolégico
neuroectodérmico comun, siendo ambas estructuras productoras de aminas. Las relaciones
entre ambas estructuras, son de caracter inhibitorio entre ambas, asi de los estudios de Von
Treuer y colaboradores (53), se desprende que la glandula pineal ejerceria un efecto
inhibitorio sobre la glandula pineal, afirmacion avalada porque se ha observado cémo la
pinealectomia se acompaiia de hipertension arterial, cambios morfologicos de la glandula
pineal asi como un incremento en la actividad adrenal. No obstante esta relacion de caracter
inhibitorio, parece que las relaciones fisiologicas entre ambas glandulas no son muy simples,
si bien al contrario, ya que otros trabajos afirman la existencia de esta relacion pero con
caracter circadiano (56). En nuestro propio grupo de investigacion, hace ya unos anos que
Fernandez Garcia pudo observar cémo los ejes hipotalamo-hipofisario-adrenal y pineal estan
bajo control del sistema nervioso simpético, con un caricter inhibidor tras la administracién
de un estimulante a, como es la clonidina (57). No obstante existen situaciones de relacion
aun no totalmente demostradas en sujetos normales, probablemente debidas a la dificultad
de estudiar estas situaciones en sujetos sanos, con un claro impedimento de caracter
deontologico, acentuado atin méas en el caso de los nifios. No obstante si se ha podido
evidenciar una estrecha relacion entre aMT y eje HPA, en pacientes con trastornos

endocrinos y/o psiquiatricos. Asi se ha observado cémo en la depresiéon se observan altos
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niveles de cortisol con bajos niveles de melatonina (58), y al contrario, la melatonina

aumenta cuando el cortisol desciende (59).

Otra patologia en la que también se observan interrelaciones de la glandula pineal y
adrenal, es en la obesidad. Asi en mujeres obesas se ha descrito una menor secrecion
nocturna de 6-sulfatoxi-melatonina, aumentando por el contrario en presencia de
hiperprolactinemia o hiperandrogenmia (60). Tras la administracion de ACTH, existe una
correlacion positiva entre los niveles de 6-sulfatoxi-melatonina con los de testosterona,

dehidroepiandrosterona sulfato y con el pico de 17-hidroxiprogesterona (61).

1.9 Implicacion de la glandula pineal en el desarrollo humano.

Hemos esbozado en apartados anteriores la relacion existente entre melatonina y
crecimiento, con aportaciones interesantes sobre este tema. Muy ligado el crecimiento es el
desarrollo puberal, uno de los dos momentos de maximo crecimiento en el nifio. Sabemos
que la maxima secrecidon de melatonina ocurre durante la infancia, con un pico maximo en el
segundo afo de vida, iniciAndose a partir de ese momento un descenso. Es logico pensar que
esta evolucion en el perfil secretor de melatonina debe tener alguna participacion tanto en el
desarrollo somatométrico del nifio como en el momento de la aparicion de la pubertad,
circunstancia por otra parte logica ya que existe relacion entre patologia puberal y patologia

pineal.

1.9.1 Pubertad y glandula pineal.

La pubertad es un proceso complejo, cuya fisiologia no esta totalmente conocida, y en la
que quedan por determinar los mecanismos intimos de su puesta en marcha, sabiendo que la
secrecion pulsatil de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas marca el inicio de la misma.
El generador hipotaldmico de pulsos de GnRH recibe sefiales neurales y humorales entre las

que cabe citar a los esteroides sexuales, sefiales metabolicas e impulsos ambientales.

En los primeros meses de vida la elevada secrecion de FSH y LH conlleva el incremento
de la actividad gonadal y coincide con niveles circulantes de aMT muy bajos. Este medio
hormonal es similar al que ocurre en la pubertad pero se invierte a partir del tercer-cuarto
mes justo cuando se establece el ritmo circadiano de secrecion tipica de la melatonina (62), y
el eje hipdfiso-gonadal entra en una fase silente que durara hasta la pubertad. (63). En los
animales de reproduccién estacional la glandula pineal y la melatonina juegan un papel
antigonadal evidente: la pinealectomia ya sea quirirgica o funcional mediante exposicion a la
luz continua conlleva que el animal ovule, mientras que la administraciéon de aMT o la

oscuridad continua provoca una regresion gonadal (64). En el ser humano se comprueba que
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el descenso brusco de la concentracidon sérica de melatonina varios anos antes del inicio
puberal (65), (66), coincidiendo con la adrenarquia junto con su descenso mantenido

posterior felicitaria la aparicion de la pubertad (67).
1.10 Bases para la creacion de un test de funcion pineal.

La determinacion de tasas plasmaticas de melatonina en funcion de un estimulo para
comprobar la capacidad secretora de la glandula pineal tiene elementos diferenciadores con
otras glandulas endocrinas. En primer lugar una prueba de funcion pineal estaria dirigida
fundamentalmente a la valoraciéon de las tasas plasmaticas de melatonina, cuyo mayor
porcentaje de secrecion proviene de la glandula pineal pero que no es el tnico, aunque si el
maés importante. Existe una gran variabilidad individual, habiéndose descrito individuos con
una secrecion escasa o ausente, circunstancia que légicamente obliga a conocer los valores de
referencia estandar para cada edad y las del propio individuo, en condiciones de normalidad.,
y finalmente la propia forma habitual de determinacion de melatonina mediante RIA o

ELISA, ha planteado ciertas dificultades metodologicas.
1.10.1 Factores que modifican la produccion de melatonina.

1.10.1.1 Regulacion luminica. Sin lugar a dudas el factor mas importante que regula
la sintesis de indoles por la glandula pineal es el ciclo luz-oscuridad al que estan expuestos
todos los seres vivos. El neurotransmisor que regula el ascenso nocturno de la produccion de
melatonina es la noradrenalina (68), que se ha encontrado en altas concentraciones en los
nervios simpaticos finales de la pineal, y ademaés el contenido en NE de la glandula pineal
estd muy disminuido tras la eliminacion bilateral del ganglio cervical superior (69), (70), (71).
La NE es un agonista mixto de los receptores alfa y beta, existiendo receptores a, y : en las
membranas de los pinealocitos (72), (73). La tasa de luz ambiente modula la liberacion de
NE: la escasa liberaciéon de NE durante el dia contrasta con el acusado aumento nocturno, e
imprime igual ritmo circadiano a las enzimas sintetizadoras (N-acetil-triptamina NAT,
hidroxi-indol-O-metil-transferasa: HIOMT) y a los productos intermedios (serotonina: HT,
acetilserotonina: aHT, etc.). En consecuencia, un unico estimulo neural libera NE sobre el

pinealocito y regularia por medio de un -receptor tanto la NAT como la HIOMT.

El mecanismo cominmente aceptado para el estimulo de la formacién de aMT pasa por
la estimulacion del receptor [ seguido de un aumento de en la concentracion intracelular de
AMPc. Sin embargo, el incremento de la tasa de CMPC pineal inducido por NE se bloquea

mediante bajas concentraciones de antagonistas especificos a (72).
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Se ha podido demostrar que el incremento de la exposicion diaria a la oscuridad conduce
a largos intervalos de alta produccion de aMT, mientras que la exposicion a la luz durante la
noche acorta rapidamente la conversion de serotonina a aMT, produciendo un rapido

descenso en las concentraciones pineal y sanguinea de aMT en mamiferos, incluido el

hombre (74), (75).

Otro hecho interesante que concierne a la inhibicion aguda de la producciéon nocturna de
melatonina por la luz, es la duraciéon de la exposicion requerida. Asi, una exposicion de un
minuto de luz por la noche detiene totalmente la actividad de sintesis de aMT en la glandula
pineal de rata, siendo suficientes cinco segundos para la ardilla Richardson y tan sblo un
segundo para el ratén blanco y el hamster sirio (76), (77). Es posible que ademas de la
intensidad, algunas otras propiedades de la luz fuesen factores capaces de actuar sobre la
glandula pineal. Entre ellas destaca la longitud de onda (78), (79). En el hombre el porcentaje
maximo de disminucién en los niveles plasmaticos de melatonina se consigue con una luz de

509 nm de longitud de onda (80).

1.10.1.2 Estacion del afo. Puesto que la duracion del dia y de la n oche es diferente en
cada estacion, podria anticiparse que el ritmo de aMT debe ajustarse de forma apropiada al
momento estacional. En humanos, al parecer, estas variaciones estacionales estan presentes,
pero los resultados obtenidos no son totalmente concluyentes, no obstante existen
diferencias estacionales relacionadas con la presencia de mayor o menor cantidad de luz

ambiental.

1.10.1.3 Edad. En todos los mamiferos estudiados la edad avanzada se asocia con una
reduccion nocturna considerable en la capacidad de la glandula pineal para producir aMT,
mientras que los niveles més bajos durante el dia parecen estar minimamente afectados. En
humanos la mayoria de los trabajos senalan un descenso de las tasas de melatonina y otros
metabolitos con la edad. En el trabajo de mayor prestigio desarrollado por Iducho y
colaboradores (81), se demuestra que la tasa plasmatica de aMT durante las horas nocturnas
es claramente inferior en una poblacién anciana con una edad media de 80 afios en relacion

con un grupo de jovenes en torno a los 20 anos.

1.10.2 Regulacién hormonal.

1.10.2.1 Influencia de las hormonas gonadales sobre la funcién pineal. Ya se
ha comentado en capitulos anteriores las interrelaciones existentes entre pineal y funcion
gonadal. Con relacion a la influencia de las hormonas gonadales o adenohipofisarias, afectan

mediante un mecanismo de feed-back (69). Las manipulaciones endocrinas (extirpacion de la
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hipofisis, tiroides o adrenal), afectan la morfologia y bioquimica de la pineal (82). Los efectos
de las hormonas circulantes sobre la pineal se ejercen en parte a través de las neuronas del
ganglio cervical superior, que actuaria como integrador de la informaciéon neural y hormonal.
La amplitud del ritmo circadiano de aMT varia con el ciclo sexual en diversos mamiferos, con
valores minimos antes de la ovulacion, probablemente porque el estradiol suprime la sintesis
pineal de melatonina. También se ha observado una mayor concentracion plasmatica de aMT

durante la fase latea, en correlacion directa con la mayor produccion de progesterona (83).

1.10.2.2 Influencia de las hormonas liberadas en situacion de estrés por la
pineal. Puesto que la NE liberada por las terminales nerviosas simpaticas estimula la
actividad NAT y la secrecion de aMT, seria previsible que el aumento plasméatico de
catecolaminas por estrés procedentes de la médula adrenal o del sistema nervioso simpético
inducido por estrés, produjera un aumento de la actividad NAT. Sin embargo, las neuronas
de SCG no se estimulan por estrés, mientras que si lo hacen el resto de las neuronas del
sistema nervioso simpatico. La capacidad de un determinado estimulo para incrementar el
contenido pineal y sérico en aMT depende del momento del dia y de las manipulaciones
previas a que el animal es sometido. En cambio, en humanos los estudios son contradictorios.
En mujeres se ha descrito que el ejercicio fisico provoca un aumento transitorio de las
concentraciones de aMT, lo que podria estar relacionado con los trastornos reproductivos

que se describen en algunas atletas (84).

1.10.2.3 Drogas que disminuyen la produccion de melatonina.

a) Antiinflmatorios no esteroideos. Voluntarios que tomaron una dosis normal de
aspirina e ibuprofeno por la tarde tuvieron una reducciéon de un 75% en sus niveles de
melatonina (85). De todos los AINE, la indometacina es la que parece causar una mayor
reduccion en los niveles de melatonina. La posible relacion entre melatonina y AINE,
también parece que puede estar relacionada con la descripcion de trastornos del suefio
durante la toma de estos farmacos. Se puede correlacionar estos trastornos del suefio con la
dimisnucion en las tasas de melatonina que producen estos farmacos (85), (86). Otros efectos
que se suponen pueden estar relacionados con la inhibicion que producen sobre la secrecion
de melatonina, son el incremento de la presion sanguinea y la interaccidon con drogas

antihipertensivas como los [3-bloqueantes (87).

b) p-Bloqueantes. El receptor [ situado en la membrana de los pinealocitos es
fundamental en la regulacion pineal, siendo la NE el principal neurotransmisor pineal. Los 3
bloqueantes son tan efectivos en detener la sintesis de melatonina que se ha referido a su uso

como pinealectomia farmacologica (88), (89). c) Antagonistas del calcio. Los antagonistas
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del calcio acttian bloqueando los canales que permiten al calcio entrar en varias células del
sistema cardiovascular. Los bloqueantes de los canales del calcio no distinguen entre las
células del corazon y las células de la glandula pineal, y la participacion del calcio es
fundamental en la produccion de melatonina. Su accion parece estar relacionada con diversos
procesos celulares como la sensibilizacion de los [-receptores y la activacion enzimaética
intracelular junto al fosfato. Los antagonistas del calcio producen una reduccion significativa

de los niveles nocturnos de melatonina (88), (90).

d) Clonidina. Esta droga es capaz de descender los niveles de melatonina, ejerciendo
mayor efecto supresor a mayor dosis (91). La clonidina es un agonista de los receptores a.-

adrenérgicos por lo que inhibe la liberacién de catecolaminas.

e) Drogas ansioliticas e inductoras del sueiio. Al menos dos drogas ansioliticas
ampliamente descritas, diazepam y alprazolam, parecen inhibir la produccion de melatonina
(92). El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central. Sus
receptores tiene sitios especificos para las benzodiacepinas que pueden incrementar la
eficacia de la transmisién gabaérgica (complejo GABA-BZD). Se ha citado que los efectos que
la melatonina produce pudieran estar mediados por el complejo GABA-benzodiacepinas
incrementando su accién inhibitoria, habiéndose comprobado que la melatonina no se une al
receptor GABA-BZD (92), (93).

f) Antidepresivos. La fluoxetina disminuye la secrecion de melatonina, lo que podria

explicar al menos en parte uno de sus secundarios como es el insomnio (94).

g) Cafeina. El café se ha usado durante siglos para aumentar el estado de alerta. Wright
y colaboradores estudiaron la relacion cafeina-melatonina, midiendo los niveles de
melatonina en un grupo de individuos que voluntariamente permanecieron despiertos
durante dos dias consecutivos, tomando placebo y otros 200 mg de cafeina. Comparado con

el placebo la cafeina indujo una reduccion significativa de los niveles de melatonina (95).

h) Tabaco. Hay publicados algunos estudios que sugieren que los fumadores tiene

niveles mas bajos de melatonina (96), (97).

1) Alcohol. Se ha observado que en ratas mantenidas en un estado constante de
intoxicacion alcoholica se produce una abolicién del pico nocturno en el contenido pineal de
melatonina, que se acompafia de un aumento de la concentracion de serotonina pineal, con

déficit de la sintesis de melatonina (98), (99).
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1.10.2.4 Sustancias que favorecen la produccién de melatonina.

a) Triptofano. El triptéfano es un aminoacido esencial precursor de la melatonina.
Existen algunas publicaciones que refieren como un incremento en el aporte de triptdfano
puede dar lugar a un aumento en la produccion de melatonina, pero esta hipotesis de trabajo

no esta completamente confirmada (100).

b) Vitaminas y minerales. Existen referencias bibliograficas en la literatura en las que se
ha valorado la influencia de las vitaminas en la produccion de melatonina, y dentro de éstas
mas concretamente las pertenecientes a las vitaminas del grupo B. Mas concretamente la
vitamina B; o niacinamida parece liberar algunos aminoacidos necesarios en la sintesis de
melatonina, e igualmente la vitamina Bs o piridoxina estimula la secreciéon de melatonina a
través de la conversion del triptéfano en serotonina. En este sentido y como veremos mas
adelante en este trabajo ha sido utilizada la piridoxina por nuestro grupo de investigacion en

otro trabajo similar intentado definir un test de estimulo de melatonina (101).

¢) Marihuana. Parece ser que la marihuana es un potente estimulante de melatonina,
producciéon mediada por la produccién de prostaglandina E. (PGE.). Este mecanismo de
accion se ha utilizado para explicar de alguna forma los efectos estimulantes de la droga

(102).

d) Ciproheptadina. La ciproheptadina es un antihistaminico ampliamente usado en la
practica médica diaria. Una de sus acciones es antagonizar la serotonina. El mecanismo
patogénico mediante el cual la ciproheptadina podria ejercer su accion antagonista sobre la
serotonina, se explicaria mediante tres vias o mecanismos de accion: a) bloque de los
receptores para la serotonina; b) bloqueo de los canales del calcio y ¢) mediante la activacion

de la NAT tanto a nivel de glandula pineal como en las propias placas de Seller.
1.11 Glandula pineal y crecimiento humano: interrelaciones.

Uno de los aspectos que se presentan con interés en el estudio y conocimiento de la
fisiologia y también patologia de la glandula pineal es su relacion con el crecimiento tanto en
situaciones de normalidad como de patologia. Esta preocupacidon e interés sobre la
interrelacion con el crecimiento cobra especial interés en el nifio pues en este, es justamente
el crecimiento, el caracter fisioldgico que lo define por excelencia. El nifio es un ser continuo
crecimiento, y por consiguiente la glandula pineal como venimos refiriendo a lo largo de esta
introduccion y conociendo sus numerosas interrelaciones, de alguna forma debe influir, ya
sea positiva o negativamente, sobre el crecimiento del ser humano. Clasicamente la primera

posibilidad que se establece en esta interrelacion es el hecho objetivo y conocido de la
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participacion de La patologia pineal en la patologia de la pubertad, asi como su factor

definitorio de los ciclos reproductivos en numerosos seres vivos.

Si utilizamos algunos criterios de btisqueda para conocer hasta donde es considerada
esta interrelacion entre pineal y crecimiento, podemos observar que existen numerosos
trabajos que se interesan por esta faceta endocrinologica de la pineal y en consecuencia de su
producto secretorio principal que es la melatonina. Asi si consideramos como criterio de
bisqueda las palabras melatonina y crecimiento, nos resultard un total de 1802 trabajos
publicados y si introducimos como criterio de busqueda melatonina y hormona de
crecimiento apareceran 261 publicaciones. Pero si introducimos un tercer criterio como es
considerar la edad pediatrica, podremos observar que la cifra se reduce a 23 articulos sobre
este capitulo. Podriamos considerar en consecuencia dos hechos contrapuestos, el primero
podria ser que atin no se ha desarrollo adecuadamente la investigaciéon en este campo por su
escaso interés o por factores deontologicos, o bien que los resultados obtenidos en los
trabajos ya publicados son tan suficientemente claros y evidentes que desaconsejan seguir
por esta linea de investigacion. Circunstancia totalmente diferente si consideramos otros
criterios de busqueda como puede ser por ejemplo melatonina y suefio. Intentaremos en este
capitulo establecer la situacion méas actualizada de este aspecto de la glandula pineal y la
melatonina, como elemento basico en el desarrollo posterior de este proyecto de

investigacion.

1.11.1 Glandula pineal y crecimiento.

Dentro de este capitulo introductorio es para nosotros principal objetivo poder
establecer las bases lo mas actualizadas posible de las interrelaciones existentes entre la
hormona de crecimiento (Growth Hormone, GH) y la melatonina (aMT). Es éste uno de los
capitulos mas controvertidos de la fisiologia de la glandula pineal y por ende de la
melatonina. Y esta situacion de controversia esta condicionada de una parte por el complejo
sistema neurorregulador de la produccién, secreciéon y accion de la hormona de crecimiento,
y por otra, del escaso ntimero de trabajos dedicados a estudiar las interrelaciones entre
melatonina y hormona de crecimiento. Sabemos por ejemplo que en ratas ciegas o
mantenidas en oscuridad constante y prolongada, reducen su peso asi como la longitud de su
tibia, y del anélisis de su hipdfisis se aprecia una menor concentracion de hormona de
crecimiento (GH),(103). El estudio de la interrelacién entre hormona de crecimiento y
melatonina en seres humanos presenta publicaciones con resultados ciertamente
contradictorios. Wright y colaboradores (104), estudiaron las posibles interrelaciones
existentes entre LH, GH, T4, testosterona, cortisol y aMT, no encontrando efecto alguno de la

aMT sobre los niveles de estas hormonas. La interrelacion de aMT y GH en ninos
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prepuberales, tampoco ha quedado especialmente clarificada, y asi Lissoni y colaboradores
observaron una disminucién de los niveles plasméaticos de GH tras la administracion aguda
de aMT en nihos prepuberales, no observandose cambios significativos en las mismas
condiciones en nifios puberes (105). Valcalvi (106) por el contrario en sus trabajos aporta
resultados contrapuestos a los dos autores anteriormente mencionados. Asi aprecia un
incremento de la GH basal tras la administracion de aMT, y que a su vez esta administracion
de aMT, disminuye la intensidad de respuesta de secrecion de GH a la hipoglucemia
insulinica. Este mismo autor en aportaciones posteriores refuerza la hipotesis del efecto
estimulante de la aMT sobre la secrecion de GH, argumentando una inhibicion del sistema
somatostaninérgico sobre la liberaciéon de GH, es decir hace referencia a un mecanismo de
accion central que explicaria la interrelacion aMT y GH (107). Para reforzar esta teoria se han
estudiado las relaciones entre melatonina y otro inhibidor somatostaninérgico como es la
piridostigmina, y los resultados han arrojado cierta luz, ya que al administrar conjuntamente
ambas sustancias no existié un incremento de la liberacién (efecto aditivo) de hormona de
crecimiento. Esto hace suponer que la aMT tiene el mismo mecanismo de accién que la

piridostigmina, es decir, inhibiendo la accion de la somatostatina sobre la secrecion de GH.

Existen trabajos, ciertamente no muy numerosos, que investigan las posibles relaciones
entre melatonina e IGF-I. Estudios realizados en héamsteres demuestran que la
administracion diaria de aMT produce aumento del peso corporal en estos animales, sin que
los niveles circulantes de GH se vean afectados. Vriend y colaboradores (108) observaron la
existencia de incremento de los niveles de IGF-I tras la administracién de aMT a hamsteres

machos.
1.11.1.1 Melatoninay crecimiento lineal.

En la neurorregulacion de la hormona de crecimiento (109), la melatonina no es sino
uno de los multiples factores posiblemente implicados, siendo los datos al respecto escasos y

en ocasiones contradictorios.

Para Gupta (110) la melatonina es un marcador de la maduraciéon 6sea. El menor
incremento de las concentraciones nocturnas conforme avanza la edad no estaria relacionado
unicamente con el desarrollo puberal, ya que tiene lugar antes y después de este periodo, y en
los trastornos del desarrollo como pubertad precoz o retrasada, o disgenesia gonadal, el
incremento nocturno de melatonina esta sincronizado con la maduracion esquelética del
individuo. Este autor sefnala una relacion inversa marcada entre melatonina y hormona de

crecimiento, mediada por el estimulo de la melatonina sobre la somatostatina (Fig. 9).
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Fig. 9 Interacciones entre GH inducida por GHRH indicada por razones
diagnésticas y melatonina en nifios. Se observa que el pico de GH se alcanza a
los 15 minutos y vuelve a valores normales a los 90 minutos. La melatonina
alcanza su nadir a los 30 minutos, recobrando su nivels basal a los 60 minutos
(Gupta, 1986).

Desde los trabajos iniciales de Smithe y Lazarus (111), (112), (113), varios autores han
sefialado que la administracién de melatonina aumenta la secrecion basal de hormona de
crecimiento, mientras que la respuesta difiere tras un test de estimulo. Asi, hay autores que
afirman que la melatonina suprime la liberacién de GH tras la hipoglucemia insulinica y tras
la administraciéon de L-triptofano (114), mientras que incremente la secrecion de hormona de
crecimiento si previo se administra GRH (115), o no altera la respuesta de la hormona de
crecimiento a la apomorfina (114). El estimulo de la melatonina sobre la secrecion basal de
hormona de crecimiento probablemente se deba a una disminucién de la liberaciéon
hipotalamica de somatostatina (116) (figura 9). En estudios in vitro, en ratas, la melatonina
estimula la secrecion de somatostatina y en consecuencia inhibe la secreciéon de hormona de

crecimiento (117).

En ninos, la respuesta de hormona de crecimiento a la administraciéon de melatonina
parece ser diferente segtin la edad y el grado de desarrollo puberal. En la etapa prepuberal la
melatonina a dosis tnica de 0,2 mg/kg via intramuscular, administrada a las 15,00 horas,
produjo un descenso en la administracién de hormona de crecimiento, mientras que no hubo
ninguna modificacion alguna en 8 de 10 nifios puberales, mientras en los dos restantes se
observo un importante incremento de la secrecion (105). En las condiciones indicadas no se
altero la concentracion basal de FSH, LH ni PRL. Los autores obtienen la conclusiéon de que

la respuesta hormonal hipofisaria es diferente segin el estadio puberal estudiado.

En adultos acromegalicos se detecta un importante descenso en la concentracion de

melatonina, aunque no se altera su ritmo circadiano salvo por su acrofase precoz. El
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tratamiento con octrebtido recupera parte de la tasa normal y el ritmo de melatonina. Estos
hallazgos sugieren para algunos autores una interrelacion negativa entre las secreciones de
hormona de crecimiento y melatonina, o un efecto positivo de la somatostatina sobre la
liberacion de melatonina (118). En un estudio previo realizado en adultos normales, una
dosis farmacologica de melatonina increment6é la tasa de prolactina sin alterar las

concentraciones de hormona de crecimiento, LH, FSH, testosterona o cortisol (119).

Nuestros datos en nifios estudiados por talla baja, la mayoria en edad prepuberal y
diagnosticados de retraso constitucional del crecimiento o talla baja familiar, muestran que
tras un estimulo con clonidina aumenta la GH y disminuye la secreciéon de melatonina (57).
El test de la clonidina esté indicado como prueba de estimulo de hormona de crecimiento en
la valoracién de un posible déficit de hormona de crecimiento, dado que estimula su
produccion al inducir la liberacion de GRH. La implicacion de los receptores a. en el control
de la sintesis de melatonina, se pone de manifiesto por la supresion de melatonina tras la
administracion del agonista a. clonidina (120), y por el incremento de melatonina inducido
por Organon 3770, un antagonista a, (121). A pesar de todos los datos expuestos y de acuerdo
con Garcia Patterson y colaboradores (122), queda por saber si la melatonina tiene una

importancia fisiologica en la neurorregulacion de GH (123).

Otro estimulo usado habitualmente en la practica endocrinolégica pediatrica para
valorar la secrecion de hormona de crecimiento es la hipoglucemia insulinica, objeto del
presente proyecto, observando como autores previos han observado una disminucion en la
producciéon de melatonina tras su desarrollo. No obstante profundizaremos méas sobre esta

cuestion en el capitulo de discusion del presente proyecto de Tesis Doctoral (57).

En otro orden de ideas, pero siguiendo la misma linea argumental, relacionando
melatonina y crecimiento, puede ser interesante referirnos a la asociaciéon del inicio puberal
con la obtenciéon de una masa corporal critica, es interesante conocer la funciéon pineal en
patologias con alteracion del metabolismo energético. Asi, en el hipotiroidismo se describe
un incremento de la concentracion nocturna de melatonina, que en cambio no se ve alterada
en la obesidad ni en el hipertiroidismo, aunque en esta altima patologia si se describe un
adelante en la acrofase (124). Los pinealocitos de los obesos nutricionales secretan una
cantidad normal de melatonina durante la noche, conservando su ritmo circadiano de
secrecion, pero pierden su potencial durante la hipoglucemia por ayuno (124), (125). Dado
que el aporte de glucosa durante el ayuno hace retornar la secreciéon de melatonina a valores
normales, se asome que los pinealocitos de los obesos requieren un aporte minimo de glucosa
para funcionar con normalidad. En el sindrome de Prader-Willi, que asocia pubertad

retrasada y obesidad, la concentracion de melatonina es similar a la encontrada en la
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obesidad nutricional, y es independiente del peso y del estado puberal (126), datos
contradictorios a los referidos anteriormente y que no apoyan la participacion de la
melatonina en el inicio de la pubertad. En este sentido se ha de considerar que las
caracteristicas genéticas y clinicas de estos pacientes condicionen claramente los resultados y
no se puedan establecer conclusiones totalmente validas, ya que en el desarrollo de la
obesidad de estos pacientes n o intervienen de forma exclusiva los factores nutricionales en

su desarrollo.

En la secuencia de eventos que conducen a la producciéon de melatonina, es el B-receptor
pinealocitico el mecanismo fundamental de membrana implicado. En logica consecuencia,
los farmacos [-bloqueantes inhiben la secrecién pineal de melatonina (127), como se ha
observado en pacientes sometidos a un estimulo como es la realizacion de ejercicio y la

administracion posterior de propanolol.

1.12 Neurorregulacion de la hormona de crecimiento.

La secrecion de hormona de crecimiento, al igual que ocurre con otras hormonas que se
segregan en la adenohipdfisis, es el resultado de un complejo sistema neuroendocrino, que
estd modulado por dos reguladores hipotalamicos, la Hormona Liberadora de Hormona de
Crecimiento (GHRH) y la Somatostatina (SS) u hormona inhibidora de la secrecion de
hormona de crecimiento. Ambos factores hipotaldmicos, estdn a su vez, regulados e
influenciados por otros péptidos hipotalamicos asi como por complejas redes de
neurotransmisores, que influencian tanto sobre GHRH como SS, haciendo de éstos los
mediadores finales de influencias metabolicas, endocrinas, neurales e inmunolégicas en la

secrecion de GH por la hipofisis (128), (129).

1.12.1 Patron de secrecion de hormona de crecimiento.

No existen diferencias en los patrones de secrecién de hormona de crecimiento en las
distintas especies estudiadas, incluida la especie humana. La secreciéon de hormona de
crecimiento se realiza mediante un patréon pulsatil que es comun a todas las especies (130).
La ritmicidad y pulsatilidad de la secrecién de hormona de crecimiento, se pudo demostrar
tras la determinacion de las concentraciones de hormona de crecimiento mediante
radioinmunoandlisis. El método Cluster para determinar la pulsatilidad de secrecién de
hormona de crecimiento y el andlisis de deconvolucion, los cuales observaban de forma
simultanea el tipo de secrecion endogena de hormona de crecimiento cinética, mostraba que

la secrecion pulsétil de hormona de crecimiento continuaba en todos los individuos en el
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estado de suefio y de ayuno. A pesar de las indetectables tasas de hormona de crecimiento
detectadas en las muestras analizadas durante el dia mediante radioinmunoanélisis
convencional , el ensayo Cluster demostraba por primera vez una secreciéon basal de hormona
de crecimiento, mezclada con variaciones nictamerales pulsatiles de hormona de
crecimiento (131), (132). A raiz de estos trabajos fueron realizados nuevas investigaciones en
sujetos delgados y obesos con la finalidad de investigar de qué manera la edad, obesidad o
esteroides sexuales podrian influenciar de alguna manera la pulsatilidad en la liberacion de
hormona de crecimiento. En estos trabajos se pudo establecer que la tasa de secrecion basal
de hormona de crecimiento se correlacionaba de forma negativa con los estrogenos
circulantes (E.), mientras que el pico secretorio maximo de GH, se correlacionaba de forma
positiva con las concentraciones de testosterona. Posteriormente también se han realizado
trabajos para conocer la relacion entre la pulsatilidad secretora de hormona de crecimiento y

los factores de crecimiento IGF-1y su principal proteina IGFBP-3 (133).

Los conocimientos sobre el neurorregulacion y secrecion de hormona de crecimiento,
nos indican que el patron de secrecion de la hormona de crecimiento depende de la
interaccion entre GHRH y SS a nivel somatotropo, si bien, nosotros no conocemos la
existencia de conexiones anatomicas o las interacciones funcionales de péptidos entre el

hipotalamo y el sistema de péptidos liberadores de hormona de crecimiento (GHRP).

El sistema intimo que caracteriza la secrecion pulsatil de hormona de crecimiento,
permanece desconocido. Distintos factores como la nutricién, composicion corporal,
metabolismo, mecanismos esteroideos relacionados con la edad, glucocorticoides, hormonas
tioroideas y funcionamiento renal y hepatico, se autorrelaciona para modular de alguna
forma la liberacién pulsatil de hormona de crecimiento en adultos, mientras que elevaciones
esponténeas en la secrecion de GH son con mayor probabilidad el resultado de la capacidad
de las células neuroendocrinas hipotaldmicas para promover y mantener potenciales de
accion en esas células que origine los picos secretorios (134). La liberacion basal de GH

también puede estar sujeta a una regulacion neurofisiolégica (132).

En humanos, el control neuroendocrino de la secrecion pulsatili de hormona de
crecimiento es conocido de forma incompleta, debido creemos a su complejidad. Debido a
cuestiones deontologicas, como puede ser la extraccion de muestras en sujetos sanos, muchos
de los conocimientos basicos que disponemos sobre este capitulo en la fisiologia del
crecimiento son extrapolaciones de estudios en seres humanos en los cuales la extraccion de
muestras sanguineas estan justificados por otras razones o bien por la extrapolaciéon al ser
humano que se pueda realizar a partir de hallazgos en series de animales de experimentacion.

En individuos sanos se ha podido comprobar coémo la administraciéon de un antagonista de la
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accion de la GHRH, puede disminuir en un 75% la secrecién nocturna de hormona de
crecimiento (135), apoyando la hipotesis de que la secrecion de hormona de crecimiento en el
ser humano est4 dirigida por la accion del GHRH. La persistencia de la secreciéon pulsatil de
GH en individuos normales y con déficit de hormona de crecimiento durante la infusién
continua de GHRH (136), (137) y la capacidad del GHRH exdgeno para liberar GH visto en
las importantes elevaciones en las tasas de GHRH que ocurren en el sindrome de secreciéon
ectopica de GHRH (138), también apoyan la hipétesis de la acciéon reguladora mediante la

estimulacion de la secrecion de GH por parte del GHRH.

Descensos periddicos en la secrecion de somatostatina (SS) deben ocurrir para que se
produzca la secreciéon pulsatil de GH en las condiciones que hemos referido anteriormente,
circunstancias que se han puesto de manifiesto tras los anélisis realizados en estudios de
deconvolucion en la secrecion de hormona de crecimiento (139). Los patrones de secrecion de
GH fueron medidos en varones adultos a los cuales se les midi6 la secrecién basal y tras
estimulo de GHRH, cada 2 horas durante 6 dias, observando que a cada bolo de GHRH se
segui un aumento en la concentracion basal de GH, respetandose los patrones circadianos de
secrecion de hormona de crecimiento, y observando que dichos patrones fueron similares
tanto durante la fase basal, como tras la estimulacion con GHRH (140). Este patron es
similar con el modelo de secreciéon ultradiana de GH, en el cual la secreciéon de somastotatina

(SS) estaria reducida durante la noche.

1.12.2 Patroén de secrecién de hormona de crecimiento: influencia del sexo.

Se han descrito la existencia de diferencias, considerando el sexo, en el patron de
secrecién de hormona de crecimiento entre ratas macho y ratas hembras, en este sentido las
principales diferencias, residirian en los siguientes puntos: 1) diferencia en la respuesta a la
administracion exégena de GHRH (141), (142), 2) en el contenido endogeno a nivel
hipotaldamico de GHRH y SS (143), 3) niveles hipotalamicos de ARNm de (IR) GHRH y SS,
(144), (145), 4) expresion del receptor para el GHRH en hipofisis (146) y 5) los mecanismos
de feedback (147).

Las diferencias si consideramos el sexo, en relacion a los patrones de secrecion de GH,
no estan realmente diferenciadas ni claras, no obstante existen diversos trabajos que aportan
diferencias en el patron secretor de GH entre hombres y mujeres (148), (149), (130). En un
grupo de hombres de edad mediana y mujeres en edad premenopausica, se demostré que la
secrecion de GH en 24 horas fue tres veces mayor en mujeres que en hombres, los episodios
secretorios de GH fueron mayores y mas prolongados, en cada pico se secretaba mas

cantidad de GH y las concentraciones plasmaticas de GH fueron mayores en las mujeres que
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en los hombres. En otro trabajo la frecuencia de pulsos y las tasas de aclaracion endégena

para la GH no fueron distintas entre hombres y mujeres (150).

1.12.3 Edad y patron secretor de hormona de crecimiento.

El patron secretor circadiano de GH, presenta cambios relacionados con la edad tanto en
modelos experimentales en animales, como en humanos. En este sentido se conocen como
los niveles plasméticos de GH en fetos, van descendiendo desde la mitad de la gestacion hacia
el tercer trimestre y en el periodo neonatal (151). Estos hallazgos se han relacionado con un
exceso de GHRHR o por el contrario una deficiente liberacion en la secrecion de
Somastotatina (SS) en el hipotalamo fetal, una respuesta excesiva de las células somatotropas
al GHRH, un deficiente control del mecanismo de feed-back del IFG-I o estimulacién de a

secrecion de GH por factores paracrinos, que puedan ocurrir en la gestacion.

El hipersomatotropismo funcional en los recién nacidos gemelares pequenos para su
edad gestacional (SGA) en los que se han demostrado unos mayores niveles basales de GH y
respuesta a GHRH que en recién nacidos gemelos adecuados a su edad gestacional (152),
(153). En estos mismos estudio se observé una concentracion sérica de IGF-I mayor en los
pequenos para su edad gestacional que en los recién nacidos adecuados a su edad gestacional
lo que podria excluir algin efecto no detectado de un defecto en el mecanismo de feed-back

del IGF-I o una resistencia funcional a la GH (154), (155), (156).

Miller (157) estudi6 los cambios que podian ocurrir tras el nacimiento en la pulsatilidad
de la GH en recién nacidos de ambos sexos a término. Encontré diferencias entre los nifios a
las 28 horas y a las 80 horas después del nacimiento. La pulsatilidad de la hormona de

crecimiento estuvo presente en todos los recién nacidos en los 2 primeros dias de vida.

También se realizan estudios en otras épocas de la vida con picos de crecimiento, como
es la edad prepuberal. En estos casos se ha evaluado la secrecion de GH mediante el
programa Pulsar, no observandose correlacion entre la liberacion de GH y la edad en nifios
prepuberales, lo que apoya la idea de que las hormonas gonadales no son determinantes para
la regulacién del crecimiento y secrecion de hormona de crecimiento durante esta época de la
vida, circunstancia que se ofrece contraria en la época puberal en la que existe un marcado
incremento de la secreciéon de hormona de crecimiento en ambos sexos (158). Las hormonas
gonadales, y en particular los andrégenos circulantes parecen jugar un papel central en los
cambios de amplitud de los pulsos de GH (159), (160). Sin embargo, los andrégenos por si
solos no parecen ser los tnicos responsables del incremento de los pulsos de GH en la edad

puberal en humanos, visto los patrones en jovenes y los datos obtenidos en ratas (161), el
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papel que juega la testosterona en la secrecion de GH en seres humanos, no esta
suficientemente claro. Existen algunas aportaciones bibliograficas, que apoyan la idea de que
la testosterona por si misma no podria ejercer su efecto estimulador sobre la hormona de
crecimiento, y que seria una aromatizacion de la misma produciendo estradiol, el que
ejerceria estimulacion sobre la secrecion de GH. Esta teoria esta sustentada en diversos
trabajos realizados en ninos con retraso constitucional del crecimiento y desarrollo (162). En
ninos con hipogonadismo hipogonadotropo, dosis progresivamente mayores de testosterona,
con niveles plasmaticos de E, afectados, incrementaban el nimero y amplitud de picos de GH
en respuesta a un estimulo combinado de GHRH y arginina (163). Es l6gico pensar que la
edad, sexo, estado puberal, indice de masa corporal u otros indices, como puede ser el sueiio,
medicacion concomitante o el ejercicio fisico son factores que deben ser tenidos en cuenta

por su influencia, en el diseno de estudios en esta area.

1.12.4 Suefo y patron de secrecion de hormona de crecimiento.

Es conocido que la secreciéon de hormona de crecimiento se realiza fundamentalmente
durante la noche, de tal manera que se ha propuesto el estudio secretorio de la secrecion de
GH nocturna mediante la extraccion de muestras de sangre sustituya a las pruebas de
estimulo en el diagnodstico del déficit de hormona de crecimiento (164), (165). Se han
realizado numerosos estudios en los que se ha demostrado la interrelacion entre la secrecion
de hormona de crecimiento y el suefio (166), (167), (168), (169), (170). Pero aunque esta
relacion estd demostrada y es evidente que la fase de suefio ondas lentas es en la que la
secrecion de hormona de crecimiento ocurre, también sabemos que un tercio de los picos
secretorios de hormona de crecimiento durante la noche acontecen fueron de la fase de ondas
lentas, y en este tercio de casos tampoco se ha asociado picos secretorios de GH con esta fase

de del suefio (171).

1.12.5 Hormonas hipotalamicas y secrecidon de hormona de crecimiento.

El papel de las hormonas hipotaldmicas GHRH y somatostatina (SS), en la secrecion por
la hipofisis de hormona de crecimiento, la primera estimulandolo y la segunda inhibiéndolo,
tiene claras referencias bibliograficas, conocidas desde hace muchos afos, por lo que so6lo nos
detendremos en este capitulo del presente proyecto en sefialar aquéllos aspectos que creemos

pueden ser de interés.

1.12.6 Hormona liberadora de hormona de crecimiento.

La GHRH es la hormona estimuladora principal, aceptada desde que se describiera en

1982, al estudiar tumores pancreaticos que producian acromegalias en dos pacientes. Se
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describieron tres péptidos con actividad biologica, denominados hp-GRF-37, hp-GRF-40 y
hpGRF-44. Se han encontrado dos precursores de este péptido denominados prepro-GHRH
107 y prepro-GHRH 108. Ambos contienen la secuencia de GHRH 1-44, que posee la accion
fisiologica. Tras unirse a un receptor especifico, la GHRH estimula la secreciéon de GH por la
célula somatotropa adenohipofisaria de forma dosis dependiente. Este efecto es especifico y
selectivo, ya que no afecta la secrecién de ninguna otra hormona hipofisaria. El efecto
estimulador de la GHRH es inhibido por la somatostatina, mediante un mecanismo no

competitivo.

La caracterizacion molecular de la GHRH y del receptor para la GHRH, es un
instrumenta para entender mejor la regulacion del hipotdlamo sobre la célula
adenohipofisaria somatotropa. El modelo de accién de la GHRH, propone la interaccion de
ésta sobre un receptor de membrana de la célula somatotropa, estimulando la secrecion de
hormona de crecimiento desde los granulos secretorios, presumiblemente mediada esta
liberacion, por la interaccion de una proteina G con canales de iones y mediante la
estimulacion intracelular de AMPc. La elevacion del AMPc llevarian a la (172), (173. Una
diana para la accion del CREB es el factor de Transcripcion Pit-1, que esta implicado en el
desarrollo de somatotrofos y en la regulacion de genes para la GH, prolactina y posiblemente
para la cadena beta de la hormona estimulante del tiroides (TSH). Es previsible que sea la via
por la que la GHRH incrementa la sintesis de GH en la hipdfisis, y ademas, est4 para regular
directamente la sintesis de GHRH-R. Esto, de hecho, no esti presente en la hipofisis del
raton dw/dw en el que falta la funcion del Pit-1 (174). El péptido inhibitorio SS
presumiblemente actie a través de la proteina G mediadora, suprimiendo la via del AMPc
(175). La disrupcion de algunos de los pasos de la via referida, pueden originar una
deficiencia de GH. Una mutacion inactivando el GHRH-R se ha encontrado en ratones
enanos, y alteraciones similares en la funcion del receptor pueden jugar un papel en algunos

desoérdenes del crecimiento humano.

La GHRH tiene efectos fuera de la hipdfisis, asi en ratas se ha visto que altas dosis
administradas en el ventriculo lateral, provocan efectos motores y del comportamiento, con
incremento de los niveles de glucosa en sangre (176). Mas fidedignos son los hallazgos de que
la GHRH induce el sueno en animales, circunstancia que se ha descrito tras la
administracion de GHRH a nivel del hipocampo en ratas (177), (178). Igualmente otros
estudios demuestran que el suefio fue reducido en ratas cuando la acciéon de la GHRH fue
inhibida por un antagonista especifico o por anticuerpos anti-GHRH (179), (180). Otro
efecto descrito tras la administracion intraventricular de GHRH es el aumento de la ingesta
de alimentos (181). La GHRH parece que contribuye tanto en el patron circadiano como

comportamiento alimentario de la ingesta de macronutrientes (182), (183). La participacion
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de la GHRH en la ingesta de alimentos en animales, puede ocurrir igualmente en humanos,
asi en un trabajo realizado en enfermos con anorexia nerviosa, los cuales recibieron GHRH,
observaron cémo en éstos la GHRH estimulaba la ingesta de alimentos, especialmente

hidratos de carbono y grasas (184).

1.12.7 Somatostatina.

La somatostatina fue identificada primariamente como un péptido hipotalamico
implicado en el control inhibitorio de la hormona de crecimiento y de la TSH. Posteriormente
se observo que la SS podria inhibir la secrecion de otras hormonas bajo circunstancias unas

fisiologicas y otras patologicas, pudiendo también inhibir secreciones exocrinas (185).

Las células productoras de somatostatina estan presentes en el sistema nervioso central
y periférico, intestino, pancreas endocrino, y en menor cantidad en tiroides, adrenales,
glandulas submandibulares, prostata, y placenta (185). En el hipotalamo su presencia mayor
se localiza fundamentalmente a nivel del ntcleo periventricular, observandose también en
otras localizaciones como los ntcleos arcuato y ventromedial (186). Los axones de las
neuronas de estas localizaciones forman vias hasta la neurohipoéfisis donde se va a ejercer su
accion, no obstante también interactian, en menor cantidad con la neurohipoéfisis donde
puede jugar cierto papel en la neurorregulacion de hormonas neurohipofisarias como
occitocina y vasopresina. También es conocido que estas fibras interactiian con otras areas
extrahipotalamicas como son el sistema limbico, otros nucleos hipotalamicos incluyendo el
nicleo arcuato, donde se sintetiza la GHRH. Las neuronas somatostatinérgicas localizadas
en el area anterior del nicleo periventricular interactiian con otras neuronas tales como las
que neurorregulan la produccién de galanina, neuropéptido Y, GABA, serotonina y otros

péptidos opioides enddgenos (187).

Estudios in Vitro han demostrado, que la somatostatina es liberada mediante un
mecanismo de despolaracién de membrana por potasio, mediada por el flujo de i6n calcio,
interactuando también el AMPc, dopamina, IGF-I, GH y GHRH (188). La forma principal de
somatostatina liberada es la SS-14.0tros factores que influyen en su secreciéon son:
acetilcolina que tiene un efecto inhibitorio (189), el GABA se ha observado que igualmente
tiene un efecto inhibitorio sobre la secreciéon de SS, observado en cultivos de células
hipotalamicas (190). Otros neurotransmisores que también intervienen de alguna manera en
la liberacion de SS, unos favoreciéndola y otros inhibiéndola, son: respecto a la primera
estaria la dopamina (191), norepinefrina (192), TRH (193) y CRH (194). Mientras GABA o

acetilcolina inhiben su secrecion (190), (195).
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Los efectos inhibidores de la SS sobre la secrecién de GH, se han demostrado tanto en
estudios realizados en distintas especies animales, como en los propios seres humanos. En
humanos la SS impide la secrecién de GH tras estimulo como la administracion de L-dopa,
tras el ejercicio fisico, e hipoglucemia. La SS puede no s6lo inhibir la secreciéon de GH, sino
que bajo condiciones determinadas puede también desencadenar la liberaciéon de GH, a
través de un lugar de accién intrahipotalamico (196). La SS también actiia de forma directa
inhibiendo la secrecién de TSH o puede actuar en el hipotadlamo inhibiendo la secrecion de
TRH. La extensa localizacion de las regiones en las que se encuentra SS, nos dan una idea del
papel de neurotransmisor y/o neuromodulador que juega. En este sentido en los tltimos
afnos se ha centrado la investigacién de su papel y accidon en determinadas areas cerebrales
como el cortex o el hipocampo y sus implicaciones clinicas en procesos como la enfermedad
de Parkinson o en el Alzheimer (197). De otra parte la SS también juega un papel importante
en la fisiologia del pancreas e intestino, regulando funciones endocrinas y exocrinas del
estbmago, intestino y péancreas, en los dos primeros mediante mecanismos locales y

paracrinos (198).
1.12.8 Péptidos liberadores de hormona de crecimiento.

El descubrimiento de los péptidos liberadores de hormona de crecimiento, abre una via
de interés e investigacion sobre el conocimiento de la regulacion y secrecion de la hormona
de crecimiento. Su mecanismo de acciéon es ain debatido, no conocemos la naturaleza y
estructura de los ligandos endbégenos (199) para los receptores de GHRP aunque se han
propuesto algunas teorias sobre su auténtica funcién en la fisiologia de la hipofisis (200) y
estan esperando la obtencién de datos concluyentes sobre su utilidad clinica. No obstante es
indiscutible que estas moléculas tienen un interés renovado en neuroendocrinologia.
Ademaés, hasta ahora s6lo conocemos un pequefia parte de las los GHRP. Los hallazgos de
receptores para GHRP en otros tejidos ademéas de hipofisis e hipotdlamo sugieren un papel,
no conocido ain completamente, no s6lo a nivel del sistema nerviosos central, sino también

en otras localizaciones periféricas (199).

1.12.9 Otras moléculas cerebrales en la neurorregulaciéon de hormona de
crecimiento.

El estudio de la neurorregulacion de la secrecion de hormona de crecimiento, es uno de
los aspectos de la fisiologia y endocrinologia pediatrica de maximo interés, existiendo
hallazgos de gran interés como son los ya comentados en capitulos anteriores y sobre los que
existe una gran controversia y permanente y actualizada discusién segin se van obteniendo

resultados de los investigadores. En lo que se refiere al presente proyecto de investigacion en
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el que se intenta aportar una nueva vision sobre la interrelacion existente entre hormona de
crecimiento y melatonina, en este capitulo referente a la participacion de distintos
neurotransmisores en la neurorregulacion de la hormona de crecimiento nos vamos a referir

aquello que son de interés en la fisiologia de ambas moléculas: GH y melatonina.

4.2.4.1 Catecolaminas.

a) a.-Adrenoceptores. El concepto, ya descrito hace mas de 25 afos, de que la
norepinefrina (NE) es un transmisor sinaptico que favorece la liberaciéon de GRF, es valido
aun (201). Hay numerosas referencias observadas a lo largo de todos estos anos en los que se
define que vias centrales adrenérgicas, estimulan la secrecion de hormona de crecimiento en
ratas y seres humanos estimulando los a.-Adrenoceptores. (202). La contribucion material
para llegar a esta conclusion fue la realizacion de varios experimentos en ratas a las que
mediante una canula intraauricular, a las que se les bloqueaba la sintesis de catecolaminas
mediante la administracion de un agente bloqueante de las mismas como la alfa-metil-p-
tirosina, administracion de reserpina que deplecciona las reservas de catecolaminas
hipotalamicas, y la inyeccion de 6-hidroxidopamina, una neurotoxina catecolaminica, se
producia una marcada disminucion de la secrecion de hormona de crecimiento, y de otra
parte estos efectos fueron contrarrestados tras la administracion de clonidina un estimulante

de los receptores a (202), (203).

La importancia de los mecanismos a-adrenérgicos en la secrecion de hormona de
crecimiento, estan basados fundamentalmente en el descubrimiento de que la clonidina
administrada durante 10 dias en ratas, producia un aumento en la concentraciéon plasmética
de hormona de crecimiento, elevacion, que no fue dosis dependiente. Igualmente la
administracion de clonidina durante 5 dias a un grupo ratas también producia un aumento
de los niveles plasméaticos de hormona de crecimiento asi como el contenido de GH a nivel de
hipéfisis (204). En otros trabajos que han investigado cual seria el mecanismo mediante el
cual la clonidina, la que mediante una estimulaciéon de los a.-Adrenoceptores aumentaria la
presencia de hormona de crecimiento, se ha visto que dicha accion estaria mediada por un
bloqueo a nivel hipotalamico de SS, lo que induciria un aumento de la liberacion de GHRH
por el hipotdlamo y un aumento de la sintesis y secrecion de hormona de crecimiento en la
hipofisis. No obstante tampoco, a partir de estas observaciones, podemos descartar la
posibilidad de que la clonidina pueda actuar sobre la liberacién de GH inhibiendo de forma
mas o menos directa las vias somatostatinérgicas (205), (206). En este sentido también se ha
podido observar que las vias a.-adrenérgicas, parece que también ejercen un efecto inhibidor

sobre la liberacion de SS (207).
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b) a;-Adrenoceptores. La disponibilidad de clonidina y su capacidad para estimular la
secrecion de hormona de crecimiento en distintas especies animales admitida la de los
subtipos de receptores de NE mediando su efecto neuroendocrino. En perros, el
pretratamiento con el antagonista de los a;-adrenoceptores, prazosin, deja inalterado el
aumento de GH inducido por la clonidina, mientras que el bloqueo de los a.-adrenoceptores
por la yohimbina, previene completamente dicho efecto (208). Sin embargo, el prazosin,
suprime parcialmente el efecto liberador de la hormona de crecimiento al estimulo inducido
por la clonidina, en ratas, lo que cual puede indicar una participacion de ambos a;/a. en ele

efecto estimulador de la clonidina sobre la hormona de crecimiento (209).

¢) B-Adrenoceptores. El papel inhibitorio de los receptores B sobre la liberacién de
hormona de crecimiento es conocido desde hace anos. El propanolol un [-antagonista
inespecifico no tiene efecto sobre la secrecion de GH en condiciones basales (210), mientras
que aumenta la respuesta de GH indirectamente a agonistas catecolaminérgicos como las
anfetaminas y la desipramina (211), (212). Este efecto es llevado a cabo mediante la
supresion, mediada por el propanolol, de los efectos inhibitorios mediados por los [-
adrenoreceptores, sobre los que actia las catecolaminas liberadas a la sinapsis. El mismo
mecanismo podria explicar por qué la infusiéon intravenosa de epinefrina combinada con
propanolol estimularia la secrecion de hormona de crecimiento (213). Ha sido demostrado
que el agonista [3.-adrenérgico, salbutamol, inhibe la secrecion de hormona de crecimiento en
respuesta a la GHRH en humanos (214). Esto se puede explicar por la posibilidad de que los
B-agonistas podrian estimular la secreciéon de SS a nivel hipotaldmico, y que la inhibicion de

los B-receptores podria inhibir la liberacion de SS.

El agonismo [-adrenérgico y sus implicaciones clinicas concierne especialmente al
salbutamol, un estimulante .-adrenérgico usado profusamente como broncodilatador en el
tratamiento del asma. La inhibicion de la liberacion de hormona de crecimiento tras el
tratamiento con GHRH fue descrito en pacientes con diabetes tipo 1, tras la administracién
durante un corto periodo de tiempo de esta droga (215). La evaluacion a corto y largo plazo
de los efectos del salbutamol oral, en ninos asmaticos con baja talla, mostraron que a las 24
horas de recibir el tratamiento se producia un descenso en las concentraciones nocturnas de
GH y una disminucion de los picos de GH tras la administracion de GHRH; sin embargo,
después de 3 meses de tratamiento, los niveles de hormona de crecimiento no fueron
diferentes de los niveles basales y aumentaban normalmente tras la administraciéon de GHRH
(216).

d) Dopamina. Las vias dopaminérgicas estan involucradas en el control de la secrecion

de GH, aunque su papel parece estar ampliamente “ancillary”. En ratas, perros y monos la
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administracion sistémica del precursor de la dopamina, Levodopa, o bien la administracion
de agonistas de la DA estimulaba la liberacion de hormona de crecimiento (202). En
humanos, sanos, aunque agonistas directos de la dopamina como la apomorfina,
bromocriptina, lisurita, cabergolina, o agonistas indirectos de la DA como la anfetamina,
nomifensina o metilfenidato producen un aumento agudo de la liberacion de GH y un
aumento de la liberaciéon de GH en respuesta a la GHRH (217), estos bloquean la respuesta de
GH a la hipoglucemia insulinica, levodopa y arginina, cuando se administran mediante
infusion (218), (219). Estos hallazgos pueden ser explicados por la capacidad de la DA para
estimular tanto GHRH como SS en el hipotalamo de rata (220) y por la diferente sensibilidad
de las neuronas somatostatinérgicas y productoras de GHRH a la estimulacion
dopaminérgica en relacion al tono endogeno de DA. Este puzzle se complica, pues esta
descrita la inhibicién de la liberacion de GH por la dopamina y sus agonistas en estudios in

Vitro y en vivo, en ratas y humanos con hipersecrecion patologica de GH (221), (222).
4.2.4.2 Serotonina.

La participacion de las vias serotoninérgicas en la neurorregulacion de la hormona de
crecimiento es distinta segin consideremos especies animales o el ser humano. Asi, en las
primeras parece que tiene un efecto evidente sobre la liberacién de GH, mientras que en los
seres humanos la situaciéon esmeros clara y los resultados de los numerosos trabajos son

contradictorios o poco evidentes (202).

Los datos que implican la serotonina aumentando la concentraciéon de la GH circulante
se han puesto de manifiesto en trabajos en los que la administracion de agentes bloqueantes
de la sintesis de tript6fano, precursor de la serotonina, se acompanaban de una disminucién
en los pulsos de secrecion de GH en ratas no anestesiadas o bien el bloqueo de los receptores
para la serotonina con antagonistas no especificos de serotonina, se acompanaba de una
disminucion de los niveles de GH. Inversamente, el precursor de la serotonina, el L-
triptéfano, administrado de forma sistémica, incrementaba los niveles cerebrales de
triptéfano y serotonina e inducia una liberaciéon sostenida de GH (223). Igualmente la
administracion del precursor inmediato de la serotonina, el 5-hidroxitriptofano,
administrado via sistémica a ratas no anestesiadas, estimulaba de forma evidente la
liberacién Desh, circunstancia que se inhibia cuando se administraba un inhibidor no

especifico de la serotonina, como es la ciproheptadina (224).

De acuerdo con esto en ratas de pocos dias de vida, el importante aumento en los niveles

de GH plasmaticos inducidos por el 5-OHT no fueron contrarrestados mediante dos
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antagonistas del receptor para 5-OHT, sino por el bloqueo de receptores dopaminérgicos o a-

adrenérgicos o por la simpatectomia central inducida por la 6-OHDA (225).

La ausencia de discriminacion de los agonistas y antagonistas selectivos de muchos de
los subtipos de receptores de 5-HT ciertamente es de tener en cuenta para explicar los
primeros hallazgos controvertidos (129). Ahora que disponemos de los ligandos especificos
para los receptores, se han disenado estudios para dilucidar cual es la implicacion de los
distintos receptores para 5-HT. En ratas machos, conscientes y con libertad de movimientos,
la activacion de los receptores 5-HTia, tras la administracion del agonista especifico OH-2-
(di-n-propilaminotetralina) o por la ipsapirona o por otros agonistas menos especificos de los
receptores 5-HT.s y 5-HT1. afectada a los niveles de GH plasmaética a cualquier dosis probada
(226).

Los papeles de los diferentes receptores de la serotonina han sido algo clarificados
mediante estudios sobre la estimulacién de GH inducida por los a.-adrenocepetores. Entre
los distintos antagonistas del receptor de 5-HT, s6lo la metergolina, un antagonista no
selectivo del receptor 5-HT,/. y la mesulergina, antagonista selectivo del receptor 5-HT,./5-
HT., suprimian de forma casi completa los incrementos en los niveles de GH inducidos por la
clonidina, mientras que otros dos antagonistas de los receptores 5-HT;./5-HT,, como son la
ritanserina y la mianserina, atenuaban, s6lo de forma parcial el efecto de la clonidina. En
estos mismos trabajos se observo que el propanolol un antagonista [-adrenérgico y del
receptor 5-HT,, fue incapaz de de antagonizar los efectos de la clonidina (227). Por otra
parte, el perfil farmacolégico de estos componentes y su orden de potencia sugiere que los
receptores 5-HT;. mas que los 5-HT,, estan implicados en el incremento de GH mediante la
estimulacion de los a.-adrenoceptores, en ratas. Estudios tras la separacion materna durante
cortos periodos de tiempo en ratas previas al destete, un modelo experimental utilizado para
el estudio en humanos del sindrome de deprivacion materna, el cual cursa con retraso del
crecimiento, pérdida de peso y alejamiento social (228), una vez terminado en nanismo
psicosocial (229) se tiene a concluir de que los receptores 5-HT.s y 5-HT.c estan implicados

en el mecanismo de hiposecrecion de GH (230).

La contribucion real de de los diferentes subtipos de receptores para la serotonina, la
estrechas relaciones funcionales entre las vias adrenérgicas y serotoninérgicas implicadas en
la liberacion de hormona de crecimiento, y la idea de que los cambios cerebrales de 5-HT
estan implicados en la etiologia de las enfermedades afectivas y el mecanismo de acciéon de
las antidepresivos (231) pueden explicar por qué distintos estudios clinicos encuentran
bloqueada la respuesta de GH a la clonidina en pacientes depresivos comparados con

pacientes controles (202). La moclobemida, un farmaco antidepresivo e inhibidor selectivo
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reversible de la MAO, incrementa de forma muy marcada la funcién de la 5-HT y estimula la

secrecion GH en pacientes depresivos (232).

Estudios muy bien disefiados, implican que la 5-HT en la estimulacion de hormona de
crecimiento en perros difiere de los mecanismos relacionados con el estrés en la liberacion de
GH, estan basados en el uso de 5-HTP como un activador especifico de la neurotransmision
de 5-HT. En perros anestesiados, el efecto del 5-HTP estuvo inhibido por la accién del
antagonista del receptor fenoxibenzamina (233), y lo mismo se encontr6 en voluntarios

Sanos.

En humanos, usando distintos agonistas y antagonistas de receptores de la serotonina,
se ha observado que las vias serotoninérgicas pueden inhibir, estimular o no tener afecto
alguno sobre la secrecion de GH (202). El sumatripan un agonista selectivo del receptor 5-
HT,, sin actividad sobre otros receptores serotoninérgicos como son 5-HT,, 5-HT5;y 5-HT,, y
receptores de otros neurotransmisores, ha permitido establecer de forma estrecha los efectos
de la 5-HT sobre la secrecién de GH basal y tras estimulo. En nifios prepuberales normales, el
sumatripan incrementaba los niveles basales de GH y la respuesta de GH a la GHRH; sin
embargo, el pretratamiento con sumatripan no modificaba la respuesta de GH a la clonidina
o a la piridostigmina, un inhibidor de AChE, pero favorecia la respuesta de la GH a la
arginina. En un grupo de nifios obesos, el sumatripan no modificaba los niveles basales de
GH, sin embargo mantenia aumentado el efecto de la GHRH (234). Una interpretacion,
prudente, de estos hallazgos es que el sumatripan puede activar en sujetos normales y obesos
via inhibicién del tono somatostatinérgico, con la Unica reserva en este razonamiento el
aumento de la respuesta de GH a la arginina, la cual pretendidamente operaria a través del
mismo mecanismo. El mecanismo de accion a nivel central para el sumatripan es sugerido

por su ausencia de efecto sobre la secrecion de GH en la acromegalia (235).

Otros estudios han atizado antagonistas de los receptores 5-HT. para explicar la
participacion de la serotonina en la regulacion de la hormona de crecimiento en humanos. En
sujetos sanos la ketanserina no modifica la respuesta de hormona de crecimiento a la
hipoglucemia insulinica mientras que su companera, la ritanserina lo hizo, quizas debido a su
alta afinidad por el receptor 5-HT, (236), (237). Los estudios que existen en la literatura
sobre la participaciéon de la serotonina en la regulacion de la hormona de crecimiento son
contradictorios. La dificil naturaleza de la modulaciéon serotoninérgica de la secrecion de
hormona de crecimiento, también se observa en estudios realizados con fenfluramina, un
potente liberador de serotonina e inhibidor de la recaptacion de la misma. Asi en sujetos
sanos, aquélla inhibe la liberacion de hormona de crecimiento inducida por la combinacion

de L-dopa y propanolol, pero no cuando para la estimulaciéon de hormona de crecimiento
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estaba mediada por la arginina. La fenfluramina sola, disminuia los niveles basales de GH
(238). En resumen podriamos afirmar, observando en conjunto los resultados de los trabajos
comentados, que, la liberaciéon de hormona de crecimiento no estaria apoyada por un efecto

estimulador de la serotonina.
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2.- Objetivos
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2. Justificaciéon y objetivos
2.1 Justificacion

El aumento de la complejidad funcional que experimentan los seres vivos durante la
evolucion, hace necesaria la existencia de sistemas de regulacion que coordinen las diferentes
funciones y las respuestas de las variaciones del medio externo. Los sistemas nervioso y
endocrino son los responsables de dicha accion. Ambos estan intimamente ligados entre si,
siendo numerosas las circunstancias que precisan la intervencién de ambos sistemas para
una adecuada actividad organica. Recordemos entre otros el establecimiento y
mantenimiento de la lactancia materna, secrecion de corticoides endogenos, o la propia

hormona de crecimiento que posee un complicado sistema neurorregulador de su secrecion.

Es justamente el hipotalamo una de las regiones encefalicas en las que la interaccion
entre el sistema nervioso y el endocrino se encuentran méas estrechamente relacionadas,
junto con la hipdfisis. Las neuronas hipotaldmicas reciben informaciéon de otras areas del
sistema nervioso central, asi como de los niveles circulantes de hormonas esteroideas,
tiroideas y peptidicas y en base a esta informacion liberan distintas hormonas y péptidos que
son secretados a la circulacion general, al liquido cefalorraquideo o a la circulaciéon portal
hipotdlamo-hipofisaria, para controlar la secrecion de las hormonas elaboradas en la

hipofisis.

La secrecion de las sustancias estimulantes del hipotdlamo sobre la hipéfisis y la
posterior secrecion de dichas sustancias hipofisarias a la circulacion general se realiza de
forma pulsatil. En este sentido son clasicos los estudios sobre la pulsatilidad en la secrecion
de la hormona de crecimiento por autores como Bercu (239), (240), (241), (242), (243) o
Spiliotis (244). El estudio de la neurorregulacion y secrecion de la hormona de crecimiento,
ha sido uno de los capitulos de las ciencias biomédicas que més ha interesado a un gran
numero de autores. En este sentido basta introducir en el buscador bibliografico por
excelencia, la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos en su pagina WEB:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/, los términos “neuroregulation”y “growth hormone”,
para obtener mas de 50.000 articulos publicados sobre este tema. Cuando anadimos los
términos “infant” o “children”, los trabajos quedan reducidos, a un ntmero tampoco
despreciable de articulos que se contabilizan alrededor de 8000, es decir algo mas del 10%
del total de publicaciones. Si seguimos la linea principal de trabajo de nuestro grupo de
investigacion, observamos que las publicaciones que relacionan la secrecion de “hormona de
crecimiento con melatonina, quedan més disminuidas, con un total de 256 trabajos

publicados y si afiadimos los términos “infant” o “children”, observamos que este nimero
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queda atin méas mermado, a un total de 37 articulos. Es obvio que no siempre por
escasamente seguido, deja de ser menos interesante el estudio de una determinada area de la
Medicina. Por consiguiente consideramos demostrado el interés del estudio de la
neurorregulacion de la hormona de crecimiento y su interrelacion que con la melatonina

pueda tener en el nifo.

Uno de las razones que pueda explicar este escaso numero de publicaciones se de
caracter deontologico. En este sentido, debemos considerar que, con la adecuada informacion
y consentimiento informado a los padres, hemos de aprovechar aquellas circunstancias en las
que bajo una indicacién clinica y diagnoéstica, hemos de someter al paciente pediatrico a
realizar exdmenes complementarios, algunos de ellos como es el caso del test que nos ocupa,

de caracter funcional, estimulando de alguna forma la secrecion de Hormona de Crecimiento.

De otra parte conocemos desde 1954 (245), y hasta la fecha en los resultados de
numerosas publicaciones en ésta area, como la principal secrecion hormonal de la glandula

pineal, la melatonina, participa en:

a) El desarrollo sexual.

b) La patologia hormonal.

¢) Los trastornos de la conducta.

d) La regulacion determinante de los ritmos bioldgicos.

e) Como antioxidante.
2.2 Objetivos

Siguiendo la linea argumental anteriormente expuesta, y considerando la principal linea
de investigacion de nuestro grupo, el presente proyecto se plantea como una aportacion mas
para intentar describir la capacidad funcional de la glandula pineal y sus interrelaciones con
otros 6rganos productores de hormonas, en este caso la hipofisis, y en este sentido nos

propusimos los siguientes objetivos:

1. Valorar la respuesta conjunta de epifisis e hipodfisis tras un test de estimulo de
hormona de crecimiento, como es la hipoglucemia inducida tras la administracion de
insulina.

2. Analizar el comportamiento sobre la glandula pineal de una situacién que
podemos considerar como un estrés agudo cual es una situacion de hipoglucemia.

3. Establecer si nos fuera posible, nuevos aspectos sobre la neurorregulaciéon de

la glandula pineal y su principal secrecion: la melatonina.
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3.- Material y Métodos
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3. Material y métodos.

Para poder desarrollar los objetivos propuestos, los participantes en este proyecto fueron
seleccionados de entre los nifios que son remitidos a la Unidad de Endocrinologia Pediatrica
del Hospital Universitario San Cecilio, durante un periodo de tiempo comprendido entre
enero de 2003 y junio de 2004. Los criterios de seleccion de estos pacientes fueron los

siguientes:

1. Niflos, remitidos por sus pediatras de centro de salud, con la sospecha de baja
talla patologica.

2. Velocidad de crecimiento inferior al percentil 25.

3. Talla en percentil 3 o inferior al percentil 3, para las tablas de referencia, que en
ese momento en nuestro hospital eran las publicadas por Tanner (246), (247)

(248), (249), (250).

El material objeto de este proyecto fueron en total 39 nifios, con una edad media en el
grupo de ninos de 10,65 afnos y para el grupo de nifias de 10,41 afios. De éstos, 3 fueron
rechazados por no obtener los valores completos en la recogida de datos. A su vez la muestra
poblacional objeto del presente proyecto, fue dividido en 3 subgrupos: un primer grupo,
denominado constituido por 11 pacientes diagnosticados de Baja Talla Familiar, y que se
denomina en el estudio como BTF, un segundo grupo constituido por 6 pacientes,
diagnosticados de Retraso Constitucional del Crecimiento y Desarrollo, denominado en
nuestro proyecto como RCCyD y un tercer grupo constituido por 19 pacientes, todos ellos
diagnosticados de Déficit de Hormona de Crecimiento, y en nuestro proyecto con las siglas
DGH. Aunque las muestras se obtenian de las mismas extracciones de sangre empleadas en
la prueba de funcion, los padres eran informados y consintieron expresamente en la
utilizacion del excedente de muestra para la realizacion de este proyecto de Tesis Doctoral,
con el correspondiente consentimiento informado. Asi mismo, este proyecto fue aprobado
por la Comisién de Bioética e Investigacion del Hospital Universitario San Cecilio de

Granada.
Las variables que fueron determinadas en este proyecto fueron las siguientes:

1. Generales: edad cronoldgica y sexo.

2. Somatométricas: peso, talla, talla paterna, talla materna, talla diana, velocidad
de crecimiento, edad 6sea.

3. Analiticas: tasas plasmaticas de Hormona de Crecimiento y Melatonina, basal

y alos 30, 60 90 y 120 minutos de administrarse insulina; IGF-1 e IGFBP3.
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3.1 Método clinico.
3.1.1 Diagnostico del paciente con sospecha de Baja Talla Patolégica.

En el desarrollo de la metodologia clinica para nuestro grupo problema, se aplico el
protocolo diagnostico aceptado para el estudio de esta patologia en nuestra unidad. Siempre
que asistimos a un paciente que acude por baja talla, hemos de considerar que esta variable
somatométrica tiene un caracter dindmico y por consiguiente y salvo circunstancias
concretas, la talla debe ser valorada en el tiempo. Y es que como hemos referido en la
introduccion, sobre un adecuado y normal crecimiento en un nifo, no sélo intervienen
factores genéticos, son también otros de caracter exdgeno como ambientales o sociales, los

que finalmente van a modular la talla final del nifio.

En este sentido hemos de considerar tres aspectos fundamentales para valorar

correctamente el crecimiento en un paciente pediatrico:

1. Situacion en lo que a talla en valor absoluto se refiere, relacionada con los
parametros y estandares que consideramos estadisticamente normales, para su
grupo racial, de edad y sexo.

2. Valoracion de un adecuado crecimiento en un espacio de tiempo determinado, su
velocidad decrecimiento, parametro de referencia dinamico fundamental en el
diagnostico de la patologia de la talla, que valoramos durante un periodo de un
afio y minimo de 6 meses, expresado en cm/ano.

3. Relacion entre la talla del paciente, y su talla genética o talla diana.

Antes de obtener los parametros somatométricos que nos indicaran la posible existencia
de una baja talla, realizamos una minuciosa historia clinica, en donde recogeremos la
historia familiar, con especial interés a lineas familiares de baja talla; una historia obstétrica
y perinatal completa con la finalidad de determinar patologias que puedan tener
repercusiones neurolégicas y en consecuencia sobre los correctos mecanismos de producciéon
y secrecion de hormona de crecimiento y entre éstos hemos considerado: edad gestacional,
adecuacion del peso a la edad gestacional, parto distocico, pérdida de bienestar fetal o
trastornos metabolicos como la hipoglucemia. No debemos olvidar aspectos en la historia
propia del paciente como: patologia de la nutricién, cronologia de la introduccion de los
alimentos, enfermedades cronicas o situaciones ambientales y sociales, que puedan
condicionar una deprivacion afectiva y una retraso del crecimiento este ultimo de caracter
psicosocial y aquéllos de caracter exdgeno a una afectacion propia del sistema hipotalamo-

hipofisario.
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Una vez confeccionada la historia clinica se procede a la exploracion fisica del paciente,
que se debe realizar en un ambiente adecuado y con la presencia obvia de los padres o tutores
del/la paciente. Esta exploracion fisica debe procederse obligadamente con el nifio desnudo,
y se iniciara con la apreciacion de rasgos dismdrficos y estigmas malformativos. Es también
de interés anotar la apreciacion subjetiva de “proporcionalidad” que se confirmara o no, mas
tarde al determinar los parametros somatométricos. La visualizacion y estadiaje del
desarrollo sexual es fundamental en una correcta exploracion fisica del nifio que consulta por

baja talla. Se finaliza con la exploracion fisica completa del paciente.

Dentro del apartado de valoracién somatométrica son obligados la determinacion de los
siguientes parametros: peso, talla, talla sentado, perimetro cefalico, pliegues cutaneos y
perimetro braquial. Determinacién de la velocidad de crecimiento, como ya se ha indicado, la

talla diana o genética y si nos es posible, la determinacion de un pronostico de talla.

Los examenes complementarios que hemos realizado en nuestros pacientes son los

siguientes:

1. Hemograma completo.

2. Velocidad de sedimentacion globular.

3. Bioquimica completa, con especial atencion a los parametros que pudieran
indicar un trastorno de caracter malabsortivo.

4. Despistaje de enfermedad celiaca.

5. Despistaje de anemia.

6. IGF-1 e IGFBP3.

7. Edad Osea.

8. Cariotipo si es nifia o existen rasgos dismérficos.

9. Hormonas Tiroideas.

10. Radiografia de craneo, T.A.C o Resonancia Nuclear Magnética, en

aquellos cuadros en los que se sospecha una causa organica como origen del déficit de

talla, asi: craneofaringiomas, hamartomas hipotalamicos, etc.

3.1.2 Indicaciones para el estudio de la secrecion de GH en la Baja Talla.

Son candidatos a realizar pruebas funcionales de la secrecion de GH aquellos nifios cuya
historia clinica, datos somatométricos, prediccion de la talla y resultados de la analitica y
examenes complementarios, nos hagan sospechar un probable déficit de hormona de
crecimiento, en algunas de sus modalidades. De manera general, se establece el siguiente

protocolo diagnostico para la seleccion de estos pacientes:
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1. Pacientes de proporciones corporales armonicas.

2. Talla inferior al percentil 3 o 2 SD, segiin datos de referencia (Tablas de
Tanner y Whitehouse).

3. Velocidad de Crecimiento inferior al percentil 25 (Tablas de Tanner y
Whitehouse). Aqui deben incluirse nifios con talla en los limites de la normalidad,
pero con velocidad de crecimiento estacionada. Este dato debe ser observado por el
endocrinologo infantil o bien por el pediatra general, durante un periodo minimo de
seis meses. Siguiendo a MacGillvray (252), se considera que la velocidad de
crecimiento es inadecuada en los siguientes casos:

a. Inferior a 7 cm/afo antes de los tres afios de edad.
b. Inferior a 4-5 cm/afo en los tres afios anteriores a la pubertad.
c. Inferior a 5,5-6 cm/ano durante la pubertad.

4. Retraso de la maduracion 6sea, expresado en una edad 6sea inferior en mas de
dos afios a la edad cronolégica.

5. Retrasos de la talla asociados a alteraciones en la linea media (incluido labio
leporino simple), antecedentes de trauma obstétrico principalmente en varones,
hipoxia perinatal de cualquier etiologia, hipoglucemia en la primera infancia y
trastornos del sistema nervioso central (infecciones, encefalitis, meningitis,

tumoraciones, radiaciones, traumatismo craneales).
3.2 Método Analitico.
3.2.1 Tests funcionales para estimular la produccién de hormona de crecimiento.

Las concentraciones de la GH en plasma no distinguen entre un sujeto normal y un
paciente con retraso de la talla por déficit de GH. Es axioma de la semiologia endocrina que

para diagnosticar una hipofuncién hormonal deben realizarse pruebas de estimulacion (Fig.

3.1).

GHRH
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La eleccion de una prueba para descartar o confirmar un déficit de GH debe realizarse

segun los siguientes criterios:

1. Escaso nimero de falsos negativos en sus resultados.
2. Carencia de efectos secundarios importantes.

3. Facilidad de realizacion, de preferencia de ingreso hospitalario.

La obtencién de muestras para determinar GH ha de ser siempre en ayunas y en
condiciones basales de reposo, realizando posteriormente el estimulo adecuado. La respuesta

de la GH a estimulos se considera normal si el valor maximo obtenido es igual o superior a 10

ng/mL (20 U/L), (253), (254), (255).

Cifras de respuesta de GH inferiores a 5 ng/mL en dos pruebas convencionales son

consideradas patolbgicas correspondiendo a un déficit de GH.

3.2.2. Tests fisioldgicos de estimulaciéon de GH.

El mejor conocimiento actual de la fisiologia de la secreciéon de GH, la importancia de su
secrecion pulsatil y de la liberacidon nocturna estimulada por el suefio profundo, de gran
importancia sobre todo en etapas de crecimiento rapido, ha revalorizado la importancia de

los tests fisiologicos de estimulacion.

La determinacion de la GH a lo largo de las 24 horas del dia o durante la noche
coincidiendo con esta etapa de mayor secrecion de la hormona es de interés en relacion al
concepto de disfuncion neurosecretora de GH (240), (242). El ejercicio como estimulo de
produccion de GH es preferido por otros autores ya que carece de efectos secundarios

practicamente en su totalidad (256), (257), (258), (259).

3.2.3 Tests farmacolégicos.

Una vez que el RIA para GH estuvo disponible, y con ello la posibilidad de cuantificar
sus niveles circulantes, se pudo observar que la secrecién de GH es de caracter pulsatil y que
como consecuencia de esta caracteristica era posible encontrar nifios normales con niveles
basales de GH bajos e incluso indetectables. Este es el motivo por el que es inutil realizar
determinaciones basales de GH en el diagnostico de su déficit y debemos recurrir a tests
funcionales que provoquen su secrecion (260), (261), (262), (263), (264). Entre los tests
farmacoldgicos utilizados destacan la hipoglucemia insulinica, clonidina, guanfacina,

ornitina, arginina, L-dopa. La ventaja de estas pruebas es su gran reproducibilidad y la
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potencia controlada de estimular GH. Desventaja serian los efectos secundarios no deseados

y, sobre todo, la artificialidad que suponen al no ser reflejo de circunstancias fisiologicas.

La valoracion de la capacidad secretora de GH se basaba clasicamente en la
manipulacién farmacoldgica de los factores que modulan la interaccion somatostatina-
GHRH enddgenos. Su forma de actuaciéon es mediante la estimulaciéon de GHRH endégeno o
mediante una inhibicion de la somatostatina endoégena, aunque ambos mecanismos,
hipotéticos en la mayoria de los casos, pueden combinarse. La elevacion del GHRH
Endo6geno determinado en plasma, después de la realizacion del estimulo con 1-Dopa y
clonidina, induciria a admitir el primer mecanismo en estos casos como responsable de la
respuesta de GH. Igual ocurriria en otros estimulos dopaminérgicos en los que se observa un

aumento de GRH Hipotaldmico

14.00
INSULINA

3.2.3.1 Test de la Hipoglucemia Insulinica.

10.50
T e Para la realizacion de esta prueba, el paciente

se debe encontrar en ayunas. Una vez ingresado y

GH (ng/ml)
~
o
o

en decubito supino, se procede a la diseccion de

/ una via periférica, y colocacion de un catéter y
3.50 7 . « . .
o branula que nos permita la administracion de

insulina y extraccién seriada de las muestras. Se

: : - = . i administra insulina regular a la dosis de 0,1 UI/kg

TIEMPO i .
e i de peso corporal y se procede a la extracciéon de

muestras para la determinaciéon de GH basal y a los
30, 60, 90 y 120 minutos. Consideramos que el test estd adecuadamente realizado si la
glucemia del paciente desciende un 50% respecto a la basal o bien aparecen signos/sintomas
clinicos de hipoglucemia. Como efectos secundarios destacamos la aparicion de suefio y los
sintomas anteriormente referidos. Puede no obstante provocar hipoglucemia severa e
incluso convulsiones que requieren la suspension inmediata de la prueba y recuperacion
urgente de los niveles normales de glucosa en plasma. En consecuencia esta contraindicada
su realizacion en nifios con antecedentes de convulsiones y loégicamente es obligada su
realizacion en medio hospitalario con supervision permanente del paciente por personal

sanitario cualificado.
3.3 Metodologia de laboratorio.

3.3.1 Radioinmunoensayo para la hormona de crecimiento.
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El principio del ensayo esta basado en la competicion de la GH de la muestra con la GH

contenida en los reactivos, la cual esta fijada a un nimero limitado de anticuerpos en los

lugares de unién. Tras la incubacién, la cantidad de GH unida al anticuerpo esta

inversamente relacionada con la cantidad de GH no fijada presente en la muestra. El kit

usado por nosotros fue proporcionado por SROIN BIOMEDICA (13040 Saluggia, Vercelli,

Italia).

Los reactivos presentes en el kit son los siguientes: I'25 unido a HGH, HGH Standard,

HGH antisuero, reactivo precipitante y suero control.

(i) HGH unida a 1'25 | El vial contiene hormona marcada, proteinas,
conservantes y un colorante rojo inerte. La radioactividad es de 61 Kbp (1.65
uCi), sobre la fecha de calibracion. Se reconstituye el vial con 10 ml de agua
destilada. La solucidon resultante es estable durante 4 semanas a temperaturas de
2 a 4°C.

(i) HGH estandar. El vial contiene cantidades crecientes de HG, suero
bovino y conservantes. Reconstituir el contenido del vial estaindar con 2 ml de
agua destilada y los contenidos de los viales 1 al 6 con 1 ml de agua destilada. Las
soluciones resultantes contienen 0-0,5-1,5-3-8-20-50 N°/M2 6 0-1-3-6-16-40-
100 EU/M?2 de HGH respectivamente, siendo estable durante 4 semanas a una
temperatura de 2-8°C.

(iii) HGH antisuero. Los viales contienen antisuero obtenido en conejos,
proteinas, conservantes y un colorante azul inerte. Reconstituir el vial con 10 ml
de agua destilada. La solucion resultante tiene estabilidad durante 4 semanas a
una temperatura ambiente de 2-8° C.

(iv) Reactivo Precipitante. Contiene 105 ml de tampodn, polietilenglicol,
segundo anticuerpo y conservantes.

(v) Suero Control. El vial contiene HGH, suero humano y conservantes.

Reconstituir el vial con 1 ml de agua destilada.

El material necesario y disponible en el Kit es el siguiente: agua destilada, micropipetas,

tubos de polietileno, micropipetas de distintas calibraciones, tubos de test, mezclador Vortex,

bloque de termostato controlado, centrifuga multiuso, bomba de extraccién y contador

gamma.

El ensayo puede ser realizado en suero o plasma. Las muestras bemolizadas no deben ser

usadas. Si el ensayo es realizado en las 24 horas siguientes, las muestras deben ser
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conservadas a una temperatura entre 2° C y 8° C; de otra parte se podra tomar una alicuota y

almacenarla en el congelador, evitandose ciclos repetidos de congelacion y descongelacion.

Si los niveles de GH son mayores a 50 ng/ml, las muestras pueden ser diluidas con el

estandar cero.

Es conveniente realizar cada ensayo con al menos un duplicado. Se deben mezclar los
tubos en el mezclador tipo Vortex, al menos durante tres horas a una temperatura de 37° C
(procedimiento A) o bien durante 18 a 24 horas a temperatura ambiente (procedimiento B).
Extender muy bien el reactivo precipitante mezclandolo a temperatura ambiente. Dispensar 1
ml de reactivo precipitante en todos los tubos. Mezclar los contenidos de los tubos en el
mezclador tipo Vortex a temperatura ambiente durante un periodo de 15 minutos.
Centrifugar todos los tubos a 1500-2000 G. Descartar el sobrenadante mediante decantacion
o aspiracion. Una vez decantados extraer el contenido de los tubos mediante una micropipeta

o bien mediante aspiracion directa. Medir la radioactividad del precipitado.
3.3.2 Radioinmunoensayo para melatonina.
El desarrollo de esta técnica requiere:
a) Melatonina—H3.

Acetil-5-metoxitriptamina, N-(2-aminoetil-2-H;), proporcionada por New England
Nuclear (NEW), com uma actividad especifica de 30 Ci/mmol. La hormona se presenta en
solucion etanol-agua (96:4). Esta solucion se diluye para su de forma que se obtenga una

radioactividad de alrededor de 1800 c.p.m por 100 L.

(i) Melatonina estandar: se presenta liofilizada en un vial que contiene 2 ng del estandar.
Para su uso se reconstituye el vial con 2 ml de agua destilada lo que proporciona una solucion
madre de 1000 pg/ml. A partir de aqui se realizan sucesivas diluciones para la curva

estandar.

(ii) Anticuerpo anti-melatonina: obtenido de conejo, se proporciona solucién lista para
su uso, 150 ml; cantidad suficiente para 150 tubos de radioinmunoensayo. Esta solucién se

conserva congelada a -20°C durante varios meses.

(iii) Suero de referencia: se presenta liofilizado con una concentracion de 348 pg de
melatonina por vial. Para su uso se reconstituye con 3 ml de agua destilada, lo que

proporciona una concentracion de 116 pg/ml.
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b) Gelatina.
¢) Fibra de vidrio con un didmetro de 0.001-0.002 mm.

d) Tampoén fosfato 0,05 M, pH 7: se prepara primeramente una solucion madre con la

siguiente formula:

(] PO4H2NaXH20 69 g.

e Aguadestilada 900 ml

Se ajusta seguidamente el pH a 7 con NaOH 2M, y se lleva la soluciéon a 1000 ml de agua
destilada. Esto proporciona una solucién 0,5 M de tampon fosfato. De aqui se toman 100 ml

y se diluyen con 1000 ml de agua destilada, que es la solucién lista para su uso.
e) Cloruro de metileno: grado analitico de Merck.

f) Tampon fosfosalino 0,5M pH 7,5 con 0,1% de gelatina. Se prepara de la siguiente

forma:
e PO,H.NaxH.0 3,458
e ClNa 4,50 g
e Azida sbédica (N;Na) 0,50 g
e Gelatina 0,50 g
e Agua destilada 400 ml

A continuacion se ajusta el PH a 77,5 con NaOH 2M, y la solucién ajustada se diluye hasta

500 ml con agua destilada.

g) Solucion de sulfato amoénico saturada. Su preparacion es la siguiente: se saturan a 130
ml de agua destilada con sulfato aménico (SO, (NH,).) de Merck. Se almacena a temperatura

ambiente. Se neutraliza con 0,5 ml de Na OH 2M. Se comprueba que el pH sea de 7.

h) Hidroxido so6dico 0,1 M. para ello, se disuelven a 0,4 g de Na OH (Merck) en 100 ml
de agua destilada.

i) Liquido de centelleo. Se utiliza para esta radioinmunoensayo el Bioflior, obtenido de
New England Nuclear (cat, n® NEF-961).

Melatonina. El radioinmunoensayo de melatonina, fue obtenido de la casa

Eurodiagnostic, y se caracteriza por presentar un anticuerpo muy especifico para la
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melatonina sin apenas reaccion cruzada con sus metabolitos principales (6-OH-melatonina y

6-sulfatoxi-melatonina). El cual debe seguir las siguientes etapas:

@ DN

Extraccion de muestras.
Procedimiento del radioinmunoensayo.
Curva estandar y calculo de los resultados.

Extraccion de las muestras.

Las muestras necesitan una previa extraccion con cloruro de metileno a pH 7. El

procedimiento es el siguiente:

10.

Transferir a 1ml de muestra, 2 ml de tampon fosfato 0,05 M pH 7,5 de cloruro de
metileno (diclorometano, Merck) a los tubos de extraccion correspondientes.
Agitar en un agitador magnético durante 15 minutos a un ritmo minimo de 70
agitaciones por minuto.

Centrifugar durante 10 minutos a 3000 r.p.m.

Aspirar la fase acuosa.

Afadir 1 ml de Na OH 0,1 M y agitar otros 15 minutos en las mismas condiciones
antes de separar las capas de nuevo por centrifugacion.

Aspirar la fase acuosa.

Filtrar la fase de cloruro de metileno a través de una pequena malla de fibra de
vidrio en una pipeta Pasteur.

Lavar el tubo de centrifuga con 0,5 ml de cloruro de metileno y volver a filtrar.
Secar el cloruro de metileno filtrando en un bafio a 37°C bajo una corriente de
aire.

Disolver el residuo seco en 0,5 ml de tampén fosfosalino, 0,05 M, pH 7,5 con

0,1% de gelatina.

Procedimiento del radioinmunoensayo. Se prepara una tanda de tubos por

duplicado, como sigue:

-Actividad total. Se anaden a los tubos correspondientes 100 pul de hormona marcada,

0,2 ml de Na OH 0,1 M y 0,2 ml de agua destilada. Esta solucion se pasa directamente a los

viales de contaje.

- Blanco. Llevara 300 pl de tampoén fosfosalino 0,05M, pH 7,5 con 0,1% de gelatina y 100

pl de hormona marcada.

- Estandar Cero (B). Esta constituido por 200 pl de tampo6n, 10 pl de hormona marcada.
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- Curva estandar. Se agregan 100 ul de tampon fosfosalino con gelatina, 100 pl de

hormona marcada, y 100 ul de cada estandar.

- Problemas. Normalmente, ademas de los 100 pl de tampon fosfosalino con gelatina y
100 pl de hormona marcada, se agregan 100 pl del estrato. Sin embargo, a bajas
concentraciones, se puede agregar 200 pul del estrato, excluyendo entonces los 100 pul del
tampoén. Incluso si el contenido de melatonina, es muy bajo, la mezcla de incubaciéon puede
aumentarse a 600 pl, agregando 400 pl del extracto y eliminando el tampoén. En este caso el
volumen del blanco y de la curva estandar se aumenta a 200 pl por adiciéon del tampén. En
estas circunstancias se altera la concentracion molar de la mezcla de reaccion, aunque esto no

afecta a los resultados.

- Anadir a cada tubo (excepto a la actividad total y al blanco) 100 pl de anticuerpo

antimelatonina.

- Incubar los tubos durante una hora en un bano a 37°C.

- Enfriar los tubos en bafo de hielo unos minutos y afiadir a cada uno 0,4 ml de solucion

de sulfato amoénico saturada. A continuacion se incuban los tubos una hora en bano de hielo.

- Centrifugar en una centrifuga refrigerada (2-4°) durante 10 minutos a 3.000 r.p.m.; a

continuacion se eleva la velocidad a 5.000 r.p.m. durante otros 20 minutos.

- Disolver el precipitado disuelto a los viales de contaje respectivos, y anadir 10 ml de

liquido de centelleo (Biofliior, NEW). Agitar los viales y medir la radioactividad.

Curva estandar y calculo de resultados. Para el cdlculo manual se utilizan las DPH

(desintegraciones por minuto), las cuales se pueden obtener directamente del contador.

a) Curva estandar. Para su trazado se calcula primeramente la siguiente expresion para

todos los tubos estandar:

Formula

St Correspondiente a los estandares que corresponden al tanto por ciento de union de
los estandares con el anticuerpo. Estos resultados se presentan en papel semilogaritmico en
la escala lineal, frente a los valores respectivos de los estandares de la escala logaritmica (Fig.

Curva estandar de Melatonina)

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 55

b) Calculo de resultados. Para ello, se calcula previamente la siguiente expresion para

todos los tubos problema:
Foérmula

P: correspondiente a los problemas que corresponden al tanto por ciento de unién de la
melatonina en las distintas muestras. Estos valores se interpolan en la curva estandar en su

tramo recto.
El contenido de melatonina en la muestra en pg/ml se obtiene de la siguiente forma:
- Se divide la concentracion en el extracto por 2, en el caso de utilizar 100 ul de muestra.
- Se divide la concentracion en el extracto por 4, en el caso de utilizar 200 ul de muestra.

- Se divide la concentracion en el extracto por 8, en el caso de utilizar 400 pul de muestra.

3.4 Método estadistico.

3.4.1 Medidas de centralizacion.

Se llaman medidas de centralizacion a aquellos valores que tienden a situarse en el
centro del conjunto de datos ordenados respecto a su magnitud.

En nuestro estudio hemos considerado la media aritmética como a continuacion detallamos:

Media aritmética: La media aritmética x, de un conjunto de n nameros: X1, X,,...Xys, que se

presentan con frecuencias absolutas fi, fs,...f,.

3.4.2 Medidas de dispersion.

En ocasiones él conocimiento de los valores centrales no es suficiente, y es preciso
conocer en que medida los datos numéricos estan agrupados o no, alrededor de la media.
Este hecho se conoce como dispersion. En nuestro estudio hemos utilizado las siguientes

medidas de dispersion:

1. Desviacion tipica. Se conoce también como desviacién estandar o desviacion
cuadratica de la; media. Se define la desviacion tipica como la raiz cuadrada de la

media aritmética de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media.
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2. Varianza. Se define como el cuadrado de la desviacion tipica.
3. Coeficiente de variacion. Es el cociente entre la desviacion tipica y la media
aritmética. El coeficiente de variacion tiene escasa utilidad cuando la media se

aproxima a cero, ya que entonces toma valores infinitamente grandes.

3.4.3 Medidas de forma.

Ademas de las medidas de centralizacion y de dispersion conviene al estudiar una
distribucion conocer su forma mediante un indice lo mas simplificado posible.

1. Momentos respecto al origen, respecto a la media y relacion entre ellos.

2. Sesgo, asimetria y curtosis. Se denomina sesgo a la mayor o menor asimetria o
simetria de una distribucién. Al hablar de curtosis nos referimos al grado de
"apuntamiento” de una distribucién. Generalmente, se compara el mayor o menor
apuntamiento de una distribucion con la curtosis de la distribuciéon normal. De esta
forma el coeficiente de curtosis es nulo para una distribucién normal. Si es negativo se
trata de una distribucion menos apuntada que la normal y recibe el nombre de
planicurtica. Si es positivo se trata de una distribucion méas apuntada que la normal y
recibe el nombre de leptoctrtica. A las distribuciones con coeficientes de curtosis nulo

se les denomina mesocurticas.

3.4.4 Test de comparacion de dos medias.

Aceptada la hipotesis de normalidad, empleamos test paramétricos para la

comparacion de dos medias a partir de dos tipos de muestreo diferentes:

Muestras independientes. Dadas dos muestras de tamafio n; y n., con x; y x. de
medias muestrales; al tratarse de muestras independientes la variable x;- x. tendria por

media la diferencia de las medias y por varianza la suma de varianzas.

Comparada con una t en la distribucién t de Student. Si la texp es menor o igual que ta
se acepta la hipdtesis nula (las medias son iguales); si t.,, €s mayor que t, se acepta la

hipoétesis alternativa (las medias son distintas), con un error a.

Muestras apareadas. Cuando las variables son dependientes como ocurre en el caso de
muestras apareadas, consideraremos la variable d = x; - x» (diferencias entre cada par de
valores apareados de las dos muestras). Con ello, la hipotesis Ha == J; = J. s6lo se cumplira

si Jia = 0. En consecuencia la comparacion de dos medias se convierte en un test de hipotesis
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para una media. Comparada con la u en la distribuciéon t de Student con n-l grados de

libertad. La regla de decision es igual que en el apartado anterior.

3.4.5 Andlisis de la Varianza de una via (Anova 1).

Dadas r muestras aleatorias e independientes, de tamafos cualesquiera, obtenidos de
r poblaciones normales, de media f-i, f-p....f~v varianzas iguales, donde n;, n, y s, son los
tamafos, medias y varianzas muestrales respectivamente.
Tras anélisis de los datos y comparacion de la homogeneidad de las varianzas mediante las
varianzas muestrales. En el caso de que las varianzas sean heterogéneas, se consigue su
homogeneidad realizando una transformaciéon logaritmica de los datos. Notemos por S.C. la
suma de cuadrados, M.C. medias cuadradas, refiriéndose a las estimadas de la varianza
obtenidas por division de cada S.C., por sus correspondientes grados de libertad. Donde S.C.
es Suma de Cuadrados Entre = i. - R. Suma de ni Cuadrados Dentro = SCT-SCE. Y Suma de Cuadrados Total =

x2-R. La conclusién del test sera, si

Fexp < Fa
(r-LLN-r), se acepta Ha. Si
Fexp > Fa

(r-1; N-r), se rechaza Ha.

3.4.6 Recta de regresion y coeficiente de correlacion.

Partiendo de n pares de valores cuantitativos (xi, y1), (X2, Y2), (xn, Y») pertenecientes a
una muestra de n individuos, en los cuales (x;) corresponden a una variable e (y;) a otra, se
puede obtener una nube de puntos sencillamente representando en un sistema de ordenadas,
los valores correspondientes a cada uno de los pasos citados. Para medir el grado de relacion

entre las variables se utiliza el coeficiente de correlacion de Pearson.

3.4.7 Regresion multiple.

Mediante ella se busca la posible relacion existente no entre dos variables sino entre
tres o mas. Se investiga el poder estimar una variable biologica, no en funcién de los valores

que pueda tomar otra, sino en funcién de los valores que pueden tomar otras dos o mas de

dos. La ecuacion de regresion tiene entonces la forma:

(z) =alx) +by) +e
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en el primer caso bien generalizando
(N) =a(A) + b(B) +..m(M) + n.

Los coeficientes de las sucesivas variables (a, b,..n) juntamente con el término
independiente n, una vez calculada, proporcionan la ecuaciéon de regresiéon que ya no sera
una recta sino un plano o un hiperplano.

El calculo convencional requiere naturalmente la utilizacion de algebra y espacios
afines mediante rectas y matrices en el que no vamos a entrar por que los programas

automaticos de ordenador los resuelven de una forma rapida y con gran sencillez.

3.4.8 Contraste de la diferencia entre coeficientes de correlacion (transformacion Z
de Fisher).

Se pretende contrastar la hipétesis nula que consiste en afirmar que no existe
diferencia alguna entre dos coeficientes de correlacion T, T2 ,T3, y T 4 de las poblaciones
(NA) y (NB):

HO = T1,2: T3J4

El primer paso consiste en transformar cada coeficiente en el estadistico z de Fisher,

para lo cual se procede segin la expresion:

1z=-[n(l+T)-fm(l-T)]2

Posteriormente se calculara el error tipico de la diferencia de z, procediéndose
finalmente a realizar el contraste de significacion entre los dos valores de z, el cual se

obtendra tras calcular:

Si existe una diferencia significativa entre los dos estadisticos z, y z., se puede deducir

que también la hay entre los dos coeficientes de correlaciéon de las poblaciones.
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4 .- Resultados

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 60

4. 1 Estadistica Descriptiva.

La realizacion de cualquier proyecto de investigacion, por sencillo que sea, como es el
caso, requiere una presentaciéon adecuada de los resultados que se obtienen al aplicar la
metodologia experimental. Los datos asi obtenidos deben ser presentados de manera que el
lector pueda saber exactamente cual es el desarrollo del trabajo experimental y si éste esta de
acuerdo a los objetivos que se expresan para confirmar la hipotesis planteada. El fin del
capitulo de resultados trata justamente de lo expresado anteriormente. La presentacion de
los datos obtenidos debe realizarse de forma cientifica y contrastada, de esto se ocupa la
realizacion del estudio estadistico de cualquier trabajo cientifico. La aplicacion del estudio
matematico a través de la estadistica y en nuestro caso de la estadistica aplicada al campo de
las ciencias de la salud es fundamental y en la actualidad no queda lugar a dudas de su
necesidad para poder confirmar o rechazar cualquier hipotesis de trabajo en nuestra area de
conocimiento.

La primera funcién de la aplicacién estadistica, consiste en definir adecuadamente la
muestra utilizada sobre la cual se aplicaran posteriores estudios matematicos que nos
permitiran comprobar o rechazar la hipétesis planteada. La definicion de una muestra
poblacional comprende el estudio de la frecuencia y presentacion de los datos y las medidas

de tendencia central y dispersion de la muestra (Tablas I a XXV).

Tabla I. Tabla de Frecuencias. Diagnoésticos

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos BTF 11 28,2 30,6 30,6
RCCyD 6 15,4 16,7 47,2
DGH 19 48,7 52,8 100,0
Total 36 92,3 100,0
Perdidos Sistema 3 7,7
Total 39 100,0
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Tabla Il. Frecuencias. Edad Cronolégica (afos).

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos 6,1 1 2,6 2,8 2,8
7,2 1 2,6 2,8 5,6
7,3 1 2,6 2,8 8,3
7,4 1 2,6 2,8 11,1
7,5 1 2,6 2,8 13,9
7,7 1 2,6 2,8 16,7
8,2 1 2,6 2,8 19,4
9,0 1 2,6 2,8 222
9,1 1 2,6 2,8 25,0
9,2 2 5,1 5,6 30,6
9,5 2 5,1 5,6 36,1
9,6 1 2,6 2,8 38,9
9,7 1 2,6 2,8 41,7
10,0 1 2,6 2,8 44,4
10,2 1 2,6 2,8 47,2
11,1 1 2,6 2,8 50,0
11,2 3 7,7 8,3 58,3
11,3 1 2,6 2,8 61,1
11,5 1 2,6 2,8 63,9
11,7 1 2,6 2,8 66,7
11,9 2 5,1 5,6 72,2
12,0 1 2,6 2,8 75,0
12,3 1 2,6 2,8 77,8
12,4 1 2,6 2,8 80,6
12,8 1 2,6 2,8 83,3
13,0 3 7,7 8,3 91,7
13,5 1 2,6 2,8 94,4
13,9 1 2,6 2,8 97,2
14,1 1 2,6 2,8 100,0
Total 36 92,3 100,0
Perdidos  Sistema 3 7,7
Total 39 100,0
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Tabla Ill. Frecuencias. Edad Osea (afios).

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje Porcentaje

valido acumulado
Validos 4,0 2 5,1 5,9 5,9

4,5 2 51 5,9 11,8
6,0 3 7,7 8,8 20,6
6,1 1 2,6 2.9 23,5
6,5 1 2,6 2,9 26,5
6,6 1 2,6 2,9 29,4
6,8 1 2,6 2.9 32,4
7,4 1 2,6 2,9 35,3
7,5 1 2,6 2,9 38,2
7,8 1 2,6 2,9 41,2
8,0 1 2,6 2.9 44,1
8,9 1 2,6 2,9 47,1
9,0 3 7,7 8,8 55,9
9,6 1 2,6 2,9 58,8
10,0 6 15,4 17,6 76,5
10,5 2 5,1 5,9 82,4
11,0 3 7,7 8,8 01,2
12,0 1 2,6 2,9 94,1
12,3 1 2,6 2,9 97,1
13,0 1 2,6 2,9 100,0

Total 34 87,2 100,0

Perdidos  Sistema 5 12,8
Total 39 100,0
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Tabla IV . Frecuencias. Talla Padre (cm).

Frecuencia Porcentaje Porcentaje vdlido Porcentaje acumulado

Validos 157,00 1 2,6 2,9 2,9
157,50 1 2,6 2,9 5,7
159,00 1 2,6 2,9 8,6
160,00 1 2,6 2,9 11,4
161,00 2 5,1 5,7 17,1
162,00 2 5,1 5,7 22,9
163,00 1 2,6 2,9 25,7
164,00 1 2,6 2,9 28,6
165,00 5 12,8 14,3 42,9
165,50 1 2,6 2,9 45,7
167,00 1 2,6 2,9 48,6
168,00 3 7,7 8,6 57,1
169,00 2 5,1 5,7 62,9
170,00 2 5,1 5,7 68,6
172,00 2 51 5,7 74,3
173,00 5 12,8 14,3 88,6
174,00 2 51 5,7 94,3
175,00 1 2,6 2,9 97,1
180,00 1 2,6 2.9 100,0

Total 35 89,7 100,0
Perdidos Sistema 4 10,3
Total 39 100,0
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Tabla V. Frecuencias. Talla Madre (cm).

Validos

Perdidos
Total

Frecuencia Porcentaje

136,50
149,40
150,00
153,00
153,80
154,00
154,70
155,00
156,00
156,50
156,80
157,00
157,30
158,00
158,70
159,00
160,00
160,70
161,00
162,00
164,00
165,00
168,00
Total 35
Sistema 4

39

= oR R R R R ON R R R R R R”BRWRARRBRRRDNDO =R =

2,6
2,6
12,8
5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
7,7
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
5,1
12,8
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
89,7
10,3
100,0

Porcentaje
valido
2,9
2,9
14,3
57
2,9
2,9
2,9
2,9
8,6
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
57
14,3
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
100,0

Porcentaje
acumulado
2,9
5,7
20,0
25,7
28,6
31,4
34,3
37,1
45,7
48,6
51,4
54,3
57,1
60,0
62,9
68,6
82,9
85,7
88,6
91,4
94,3

97,1
100,0
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Tabla VI. Frecuencias.Talla Diana (cm).

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos 147,70 1 2,6 2,9 2,9
150,00 1 2,6 2,9 5,7
151,70 1 2,6 2,9 8,6
152,00 1 2,6 2,9 11,4
154,50 1 2,6 2,9 14,3
154,90 1 2,6 2,9 17,1
156,00 1 2,6 2,9 20,0
156,80 1 2,6 2,9 22,9
157,00 1 2,6 2,9 25,7
157,50 1 2,6 2.9 28,6
158,00 2 5,1 5,7 34,3
158,20 1 2,6 2,9 37,1
159,15 1 2,6 2,9 40,0
159,80 1 2,6 2,9 42,9
160,00 1 2,6 2,9 45,7
161,00 1 2,6 2,9 48,6
161,50 1 2.6 2,9 51,4
164,00 1 2,6 2,9 54,3
165,00 1 2,6 2,9 57,1
165,50 2 5,1 5,7 62,9
166,00 1 2,6 2,9 65,7
166,50 2 5,1 5,7 71,4
167,00 2 5,1 5,7 77,1
168,00 2 5,1 5,7 82,9
170,30 1 2,6 2,0 85,7
170,50 2 51 5,7 91,4
171,70 1 2,6 2,9 94,3
175,00 1 2,6 2,9 97,1
176,00 1 2,6 2,9 100,0
Total 35 89,7 100,0
Perdidos  Sistema 4 10,3
Total 39 100,0
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Tabla VII. Frecuencias. Peso (g).

Vélidos

Perdidos
Total

17,200
17,650
18,100
18,350
19,650
19,750
20,050
20,750
21,050
21,300
21,750
21,800
23,850
23,950
25,550
26,550
26,700
27,000
27,000
28,550
28,700
29,350
30,050
30,300
32,950
33,850
34,250
35,000
35,700
37,500
38,250
39,800
41,300
48,150
54,600
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

[ S S S G O T = T e = T = e T = T = T = T = S S e O e O S e S S S e S e S e e e T e T

36

39

2,6
2,6
2,6
5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
92,3
7,7
100,0

Porcentaje
valido
2.8
2,8
2,8
5,6
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8

5,6

8,3

13,9
16,7
19,4
22,2
25,0
27.8
30,6
33,3
36,1
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
55,6
58,3
61,1
63,9
66,7
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla VIII. Frecuencias.Peso (sds).

Frecuencia Porcentaje

Validos -2,12 1 2,6
-2,01 1 2,6
-1,98 1 2,6
-1,04 1 2,6
-1,82 1 2,6
-1,73 1 2,6
-1,58 1 2,6
-1,52 1 2,6
-1,48 1 2,6
-1,46 1 2,6
-1,44 1 2,6
-1,41 1 2,6
-1,39 1 2,6
-1,38 1 2,6
-1,36 1 2,6
-1,30 1 2,6
-1,27 1 2,6
-1,22 1 2,6
-1,21 1 2,6
-1,17 2 51
-1,01 1 2,6
-,99 1 2,6
-,97 1 2,6
-,02 1 2,6
-,88 1 2,6

-,81 1 2,6

-,68 1 2,6

-,50 1 2,6

-,43 1 2,6

-,36 1 2,6

-,16 1 2,6

-,15 1 2,6

,26 1 2,6

2,19 1 2,6

3,53 1 2,6

Total 36 92,3

Perdidos  Sistema 3 7,7
Total 39 100,0

Porcentaje
valido
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
5,6
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8
5,6
8,3
11,1
13,9
16,7
19,4
22,2
25,0
27,8
30,6
33.3
36,1
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
58,3
61,1
63,9
66,7
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla IX. Frecuencias Talla (cm).

Validos

Perdidos
Total

Frecuencia Porcentaje

104,50
110,10
110,80
111,20
111,60
114,50
115,30
115,70
117,90
118,80
119,20
119,80
120,70
122,30
122,70
127,00
128,10
130,80
130,90
131,00
131,50
131,80
132,10
133,50
134,00
134,30
135,50
136,40
137,50
139,10
139,70
140,00
140,40
142,10
143,10
146,70

Total 36

Sistema 3

39

[ = T = T S = T = S S S e S e O e e = S = T =T T = T o T o T e T = T o T = SO o S e e G e S S S = G YUY

2,6
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2.6
2,6
92,3
757
100,0

Porcentaje
valido
2.8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8

5,6

8,3

11,1

13,9
16,7
19,4
222
25,0
27,8
30,6
33,3
36,1
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
55,6
58,3
61,1
63,9
66,7
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla X. Frecuencias. Talla (sds).

Validos

Perdidos
Total

-3,20
-2,90
-2,50
-2,40
-2,33
-2,30
-2,20
-2,10
-2,03
-2,00
-1,99
-1,97
-1,90
-1,86
-1,80
-1,75
-1,70
-1,68
-1,48
1,06
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

o e e e e e DN = = N = YW W R R DN

36

39

2,6
2,6
10,3
2,6
2,6
7,7
7,7
15,4
2,6
5,1
2,6
2,6
10,3
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
92,3
7,7
100,0

Porcentaje
valido
2,8
2,8
11,1
2,8
2,8
8,3
8,3
16,7
2,8
5,6
2,8
2,8
11,1
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8
5,6
16,7
19,4
22,2
30,6
38,9
55,6
58,3
63,9
66,7
69,4
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla XI: Frecuencias. Velocidad de Crecimiento (cm/afo).

Vélidos

Perdidos
Total

1,2
2,6
2,9
3,2
3,4
3,5
3,6
3,7
3,8
3,9
4,0
4,1
4,3
4,4
4,6
4,8
5,0
5,2
6,5
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

o e = WOW R A NN R WNDR RN RRDND R

36
3
39

2,6
5,1
2,6
5,1
2,6
10,3
5,1
7,7
2,6
5,1
5,1
10,3
2,6
7,7
7,7
2,6
2,6
2,6
2,6
92,3
7,7
100,0

Porcentaje
valido
2.8
5,6
2.8
5,6
2.8
11,1
5,6
8,3
2,8
5,6
5,6
11,1
2.8
8,3
8,3
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2.8

8,3

11,1

16,7
19,4
30,6
36,1
44,4
47,2
52,8
58,3
69,4
72,2
80,6
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla XII. Frecuencias.Velocidad de Crecimiento (sds).

Vélidos

Perdidos
Total

-4,32
-3,55
_3’38
-3,10
-2,93
-2,90
-2,87
_2’79
-2,60
-2,59
-2,58
-2,50
_2’35
-2,32
-2,20
-2,11
-2,07
-2,06
-2,05
-1,80
-1,73
-1,70
-1,65
-1,60
-1,56
-1,52
-1,38
-1,25
-1,24
-1,14
=77
_,13
-,02
37

1,77
Total

Sistema

Frecuencia Porcentaje

e T e e T T T T = T = T T T S O O S S S e S R e R e O O = T T O O O T S T

36
3
39

2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2,6
2,6
5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
92,3
7,7
100,0

Porcentaje
véalido
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
2.8
2.8
2,8
2,8
2.8
2.8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2.8
5,6
2,8
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
2.8
2.8
2,8
2.8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8

5,6

8’3

11,1

13,9
16,7
19,4
22,2
25,0
27,8
30,6
33,3
36,1
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
55,6
58,3
61,1
63,9
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla XII1. Frecuencias. Hormona de Crecimiento Basal (GH b) (ug/ml).

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,10 6 15,4 17,6 17,6
,20 9 23,1 26,5 44,1
,30 1 2,6 2.9 47,1
40 3 7,7 8,8 55,9
,50 1 2,6 2.9 58,8
,60 2 5,1 5,9 64,7
,70 3 7,7 8,8 73,5
,80 1 2,6 2.9 76,5
1,30 1 2,6 2.9 79,4
1,70 1 2,6 2.9 82,4
1,90 1 2,6 2.9 85,3
2,00 1 2,6 2,9 88,2
2,30 1 2,6 2,9 01,2
2,00 1 2,6 2.9 94,1
5,10 1 2,6 2.9 97,1
6,00 1 2,6 2.9 100,0
Total 34 87,2 100,0
Perdidos  Sistema 5 12,8
Total 39 100,0
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Tabla XI1V. Frecuencias. Hormona de Crecimiento 30 minutos (GH 30) (ug/ml)

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,01 1 2,6 2,9 2,9
,10 1 2,6 2.9 5,7
,30 1 2,6 2.9 8,6
»40 3 7,7 8,6 17,1
,70 2 51 5,7 22,9
1,20 1 2,6 2.9 25,7
1,30 1 2,6 2.9 28,6
1,60 1 2,6 2.9 31,4
1,70 1 2,6 2.9 34,3
2,40 1 2,6 2,9 37,1
2,50 1 2,6 2.9 40,0
2,60 1 2,6 2.9 42,9
3,00 1 2,6 2.9 45,7
3,40 1 2,6 2,9 48,6
3,60 1 2,6 2.9 51,4
5,20 2 51 5,7 57,1
5,50 1 2,6 2.9 60,0
6,10 1 2,6 2.9 62,9
6,60 1 2,6 2.9 65,7
7,10 1 2,6 2.9 68,6
7,60 1 2,6 2.9 71,4
8,40 1 2,6 2.9 74,3
9,20 1 2,6 2.9 77,1
9,70 1 2,6 2.9 80,0
10,10 1 2,6 2.9 82,9
11,60 1 2,6 2,9 85,7
12,00 1 2,6 2,9 88,6
14,20 1 2,6 2,9 91,4
16,90 1 2,6 2.9 94,3
17,50 1 2,6 2.9 97,1
23,40 1 2,6 2.9 100,0
Total 35 89,7 100,0
Perdidos Sistema 4 10,3
Total 39 100,0
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Tabla XV. Frecuencias. Hormona de Crecimiento 60 minutos (GH 60) (ug/ml)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,50 1 2,6 2,9 2,9
,60 1 2,6 2,9 5,7
1,10 1 2,6 2,9 8,6
1,30 1 2,6 2,9 11,4
1,90 1 2,6 2,9 14,3
2,50 1 2,6 2,9 17,1
2,60 1 2,6 2,9 20,0
2,00 1 2,6 2,9 229
3,00 1 2,6 2,9 25,7
3,10 1 2,6 2,9 28,6
3,30 2 51 5,7 34,3
3,60 2 5,1 5,7 40,0
4,10 1 2,6 2,9 42,9
4,70 1 2,6 2,9 45,7
4,90 1 2,6 2,9 48,6
5,00 1 2,6 2.9 51,4
5,10 4 10,3 11,4 62,9
5,50 2 5,1 5,7 68,6
6,50 2 5,1 5,7 74,3
7,20 1 2,6 2,9 77,1
7,30 1 2,6 2,9 80,0
8,10 1 2,6 2,9 82,9
8,40 1 2,6 2,9 85,7
8,90 1 2,6 2,9 88,6
10,50 1 2,6 2,9 91,4
10,60 1 2,6 2.9 94,3
13,10 1 2,6 2,9 97,1
17,90 1 2,6 2.9 100,0
Total 35 89,7 100,0
Perdidos Sistema 4 10,3
Total 39 100,0
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Tabla XVI. Frecuencias. Hormona de Crecimiento 90 minutos (GH 90), (ug/ml)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,30 3 7,7 8,6 8,6
1,00 3 7,7 8,6 17,1
1,10 4 10,3 11,4 28,6
1,20 1 2,6 2,9 31,4
1,40 2 51 5,7 37,1
1,70 1 2,6 2,9 40,0
2,10 1 2,6 2,9 42,9
3,20 1 2,6 2,9 45,7
3,30 1 2,6 2,9 48,6
3,50 2 51 5,7 54,3
3,60 1 2,6 2,9 57,1
3,70 1 2,6 2,9 60,0
4,10 1 2,6 2.9 62,9
5,00 1 2,6 2,9 65,7
5,10 1 2,6 2,9 68,6
5,80 1 2,6 2,9 71,4
5,90 1 2,6 2,9 74,3
6,10 2 5,1 5,7 80,0
7,10 1 2,6 2,9 82,9
7,30 1 2,6 2,9 85,7
7,60 1 2,6 2,9 88,6
8,50 1 2,6 2,9 91,4
10,90 1 2,6 2.9 94,3
13,10 1 2,6 2,9 97,1
14,60 1 2,6 2,9 100,0
Total 35 89,7 100,0
Perdidos Sistema 4 10,3
Total 39 100,0
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Tabla XVII. Frecuencias. Hormona de Crecimiento 120 minutos (GH 120), (ug/ml)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,03 1 2,6 3,0 3,0
,10 2 5,1 6,1 9,1
,20 2 5,1 6,1 15,2
»30 3 7,7 9,1 24,2
,50 2 5,1 6,1 30,3
,60 3 7,7 9,1 39,4
,70 1 2,6 3,0 42,4
1,00 2 5,1 6,1 48,5
1,10 2 5,1 6,1 54,5
1,20 1 2,6 3,0 57,6
1,30 1 2,6 3,0 60,6
1,70 1 2,6 3,0 63,6
1,90 1 2,6 3,0 66,7
2,40 1 2,6 3,0 69,7
2,60 1 2.6 3,0 72,7
3,10 1 2,6 3,0 75,8
3,20 1 2,6 3,0 78,8
4,40 1 2,6 3,0 81,8
5,50 1 2,6 3,0 84,8
5,90 1 2,6 3,0 87,9
6,20 1 2,6 3,0 90,9
6,50 1 2,6 3,0 93,9
7,70 1 2,6 3,0 97,0
7,90 1 2,6 3,0 100,0
Total 33 84,6 100,0
Perdidos Sistema 6 15,4
Total 39 100,0

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral

77

Tabla XIX. Frecuencias. Melatonina Basal (aMT b), (pg/ml)

Vélidos

Perdidos
Total

71
1,25
1,69
1,78
2,09
2,18
2,25
2,56
2,63
2,78
3,35
3,49
3,81
3,91
4,05
4,12
4,14
4,35
4,62
4,64
4,66
4,81
5,02
5,38
5,39
6,10
6,58
6,60
6,76
7,40
7,80
11,50

14,80
30,49
49,45
128,60
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
92,3
757
100,0

Porcentaje
valido
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8
5,6
8,3
11,1
13,9
16,7
19,4
22,2
25,0
27.8
30,6
33,3
36,1
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
55,6
58,3
61,1
63,9
66,7
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0
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Tabla XX. Frecuencias. Melatonina 30 minutos (aMT 30), (pg/ml)

Vélidos

Perdidos
Total

,16
,80
1,00
1,06
1,13
1,16
1,20
1,30
1,37
1,44
1,62
1,63
1,70
1,78
1,90
1,92
1,94
2,02
2,03
2,19
2,36
2,57
3,04
3,11
3,15
3,50
3,86
4,02
4,10
4,12
4,17
4,86
8,87
23,08
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

e e T T = T = = T T = T T = T = T T = S o S G e O S e S S e S S N = S S S R = T e

w w
O Y

2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
5,1
2,6
2,6
2,6
2.6
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2,6
2,6
5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
92,3
7,7
100,0

Porcentaje
valido
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
5,6
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
5,6
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado

2,8

5,6

8,3

11,1

13,9
16,7
22,2
25,0
27.8
30,6
33,3
36,1
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
55,6
58,3
61,1
63,9
66,7
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
88,9
91,7
94,4

97,2
100,0

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral

Tabla XXI. Frecuencias. Melatonina 60 minutos (aMT 60), (pg/ml)

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,19 1 2,6 2,8 2,8
,55 1 2,6 2,8 5,6
,76 1 2,6 2,8 8,3
90 2 51 5,0 13,9
,05 1 2,6 2,8 16,7
,97 1 2,6 2,8 19,4
1,10 1 2,6 2,8 222
1,11 1 2,6 2,8 25,0
1,40 1 2,6 2,8 27.8
1,42 1 2,6 2,8 30,6
1,48 1 2,6 2,8 33,3
1,64 1 2,6 2,8 36,1
1,80 2 5,1 5,6 41,7
1,84 1 2,6 2,8 44,4
1,90 2 5,1 5,6 50,0
1,96 1 2,6 2,8 52,8
2,00 1 2,6 2,8 55,6
2,06 1 2,6 2,8 58,3
2,09 1 2,6 2,8 61,1
2,10 1 2,6 2,8 63,9
2,23 1 2,6 2,8 66,7
2,27 1 2,6 2,8 69,4
2,30 1 2,6 2,8 72,2
2,42 2 5,1 5,6 77,8
2,59 1 2,6 2,8 80,6
2,60 1 2,6 2,8 83,3
2,81 1 2,6 2,8 86,1
2,89 1 2,6 2,8 88,9
2,95 1 2,6 2,8 91,7
2,09 1 2,6 2,8 94,4
4,81 1 2.6 2,8 97,2
5,55 1 2,6 2,8 100,0
Total 36 92,3 100,0
Perdidos  Sistema 3 7,7
Total 39 100,0
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Tabla XXII. Frecuencias. Melatonina 90 minutos (aMT 90), (pg/ml)

Frecuencia Porcentaje = Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos ,35 1 2,6 2,8 2,8
)72 2 5,1 5,6 8,3
,82 1 2,6 2,8 11,1
,84 2 5,1 5,6 16,7
,06 1 2,6 2,8 19,4
1,15 1 2,6 2,8 222
1,18 1 2,6 2.8 25,0
1,26 1 2,6 2,8 27,8
1,65 1 2,6 2.8 30,6
1,68 1 2,6 2.8 33,3
1,70 1 2,6 2,8 36,1
1,71 1 2,6 2,8 38,9
1,80 1 2,6 2,8 41,7
1,85 1 2,6 2,8 44,4
1,88 1 2,6 2.8 47,2
1,95 1 2,6 2,8 50,0
1,96 1 2,6 2,8 52,8
2,06 1 2,6 2,8 55,6
2,08 1 2,6 2,8 58,3
2,10 1 2.6 2,8 61,1
2,20 1 2,6 2,8 63,9
2,23 1 2,6 2,8 66,7
2,28 1 2,6 2,8 69,4
2,37 1 2,6 2,8 72,2
2,55 2 5,1 5,6 77,8
3,21 1 2,6 2,8 80,6
3,36 1 2,6 2,8 83,3
3,38 1 2,6 2,8 86,1
3,39 1 2,6 2,8 88,9
3,45 1 2,6 2,8 91,7
4,23 1 2,6 2,8 94,4
11,57 1 2,6 2,8 97,2
12,83 1 2.6 2.8 100,0
Total 36 92,3 100,0
Perdidos  Sistema 3 7,7
Total 39 100,0
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Tabla XXIIl. Frecuencias. Melatonina 120 minutos (aMT 120), (pg/ml)

Validos

Perdidos
Total

»79
,90
1,05
1,06
1,11
1,14
1,15
1,17
1,37
1,45
1,53
1,55
1,63
1,68
1,77
1,82
1,91
2,11
2,12
2,46
2,52
2,55
3,02
3,21
3,33
3,63
4,40
4,61
5,37
6,28
13,92
130,00
313,20
Total
Sistema

Frecuencia  Porcentaje

[ T = T = T = T = S S O e e S S S S e G I S = T e T e T = T = T = T = T T = WO = S = S S G SO ST L)

w w
o Y >

5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
5,1
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6

92,3
7,7
100,0

Porcentaje
valido
5,6
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2.8
2,8
2,8
2,8
5,6
2,8
2.8
2,8
2.8
2,8
2,8
5,6
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
2,8
100,0

Porcentaje
acumulado
5,6
8,3
11,1
13,9
16,7
19,4
22,2
25,0
27.8
30,6
33,3
38,9
41,7
44,4
47,2
50,0
52,8
55,6
61,1
63,9
66,7
69,4
72,2
75,0
77,8
80,6
83,3
86,1
88,9
91,7
94,4
97,2
100,0
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Tabla XXIV. Frecuencias. IGF-1

Validos

Perdidos
Total

3,30
3,60
6,00
26,50
39,80
41,60
46,90
52,90
66,70
80,80
82,20
90,70
92,00
96,00
105,50
120,70
127,00
139,30
140,00
141,00
142,80
150,70
156,70
163,00
165,00
175,00
182,80
183,00
213,00
220,00
224,60
227,00
246,00
284,40
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

S T S o S o o T S o S o S S G e o S S O = T T o S o SO = SO SOy S Gy SOy

34

39

2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
87,2
12,8
100,0

Porcentaje
valido
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
100,0

Porcentaje
acumulado
2,9
5,9
8,8
11,8
14,7
17,6
20,6
23,5
26,5
29,4
32,4
35,3
38,2
41,2
44,1
47,1
50,0
52,9
55,9
58,8
61,8
64,7
67,6
70,6
73,5
76,5
79,4
82,4
85,3
88,2
91,2
94,1

97,1
100,0
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Tabla XXV. Frecuencias. IGFBP3

Validos

Perdidos
Total

1,00
1,20
1,30
1,40
1,60
1,80
2,00
2,10
2,20
2,30
2,40
2,50
2,70
2,80
3,00
3,10
3,20
3,50
3,70
5,80
Total
Sistema

Frecuencia Porcentaje

o = e = = WORE N R W KRR NKRE R NNR R

N
[e2]

11

w
el

2,6
2,6
5,1
5,1
2,6
2.6
5,1
2,6
2,6
7,7
2,6
5,1
2,6
7,7
2.6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
71,8
28,2
100,0

Porcentaje
valido
3,6
3,6
7,1
7,1
3,6
3,6
7,1
3,6
3,6
10,7
3,6
7,1
3,0
10,7
3,6
3,6
3,6
3,6
3,6
3,6
100,0

Porcentaje
acumulado
3,6
7,1
14,3
21,4
25,0
28,6
35,7
39,3
42,9
53,6
57,1
64,3
67,9
78,6
82,1
85,7
89,3
92,9
96,4
100,0

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 84

4.2 Estadistica Basica (Tablas XXVI a XXX).

Medidas de Tendencia Central.

Un promedio es un valor que es tipico o representativo de un conjunto de datos. Como
tales valores tienden a situarse en el centro de un conjunto de datos ordenados segin su
magnitud, los promedios se conocen también como “Medidas de Centralizacion”. Se pueden
definir varios tipos de estas medidas: la considerada en esta experiencia fue la media

aritmética (muestral).

Medidas de Dispersion.

Una medida de dispersion es un numero que pretende indicar como de variables,
discrepantes o dispersos son los datos de la muestra, surgiendo también varias definiciones
segln cual sea el criterio que se adopte para medir tal variabilidad. Las medidas de posicion,
si bien dan informacién acerca de cuéles son los valores de la muestra, no indican nada de
como de diferentes son los mismos. Para conocer como de agrupados o dispersos se
encuentran los datos de una muestra necesitamos de las medidas de dispersion.

Rango o Amplitud. Rango a Amplitud de la muestra es la medida de dispersion mas
simple y de mayor valor intuitivo, definiéndose como la diferencia entre los valores mas
grande y mas pequeiio de la muestra.

Error Tipico de de la Media. Es la media aritmética de las desviaciones absolutas a la
media. Es un estadigrafo que indica la fiabilidad del mismo. Cuando el error tipico es
pequeino respecto de las unidades de medida, el estadigrafo considerado presenta una
variacion menor de muestra a muestra, por lo cual se puede tener mayor confianza en los
resultados obtenidos.

Desviacion Tipica (DS). De todas las medidas de dispersion es el estadigrafo que més se
utiliza en la practica, siendo necesaria su compresion para la definicion de otros muchos
estadigrafos. Se define la desviacion tipica como la raiz cuadrada de la media aritmética de
los cuadrados de las desviaciones con respecto a la media.

Varianza. Se define como el cuadrado de la desviacion tipica.
Medidas de Forma.
Asimetria. Curtosis. En términos corrientes, este concepto hace referencia a un

desplazamiento de la curva de distribuciéon en un sentido positivo o negativo; mientras que la

curtosis va a definir el perfil de la curva en relacion a un eje de coordenadas.
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Tabla XXVI. Medidas de Tendencia Central
Edad Cronolégica, Edad Osea, Talla Padre, Talla Madre.

Media

Error tip. de la media
Mediana

Moda

Desv. tip.

Varianza

Asimetria

Error tip. de asimetria
Curtosis

Error tip. de curtosis
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Edadcro Edadodsea

10,539
»3553
11,150
11,2(a)
2,1317
4,544
=247
»393
-,880
,768
8,0
6,1
14,1
3794

8,484
,4222
9,000
10,0
2,4616
6,060
=239
»403
-,851
,788
9,0
4,0
13,0
288,5

TPadre
167,3714
,94276
168,0000
165,00(a)
5,57745
31,108
,016
,398
-,626
;778
23,00
157,00
180,00
5858,00

TMadre
156,2971
,06807
156,8000
150,00(a)
5,72715
32,800
-1,002
,398
3,079
778
31,50
136,50
168,00
5470,40

Tabla XXVII. Medidas de Tendencia Central
Talla Diana, Peso, Talla, Velocidad de Crecimiento.

TDiana Peso Pesosds Talla Tallasds Vecto Vctosds
Media 162,1929 28,20972 -,9400 127,2389 -2,0481 3,894 -1,8950
Error tip. de la media 1,20271  1,495581  ,18301 1,86147 ,10494  ,1461  ,19362
Mediana 161,5000 26,85000 -1,2150 130,8500 -2,1000 3,900 -2,0550
Moda 158,00(a) 18,350 -1,17 104,50(a) -2,10 3,5(@) -1,60
Desv. tip. 7,11535  8,973483 1,00807 11,16884 ,62965 ,8763 1,16170
Varianza 50,628 80,523 1,206 124,743 ,396 ,768 1,350
Asimetria -,053 1,009 2,640 -,238 3,359 -,110 ,899
Error tip. de asimetria »398 »393 »393 »393 »393 »393 »393
Curtosis -,685 ,009 8,515 -1,038 17,432 3,170 2,031
Error tip. de curtosis ,778 ,768 ,768 ,768 ,768 ,768 ,768
Rango 28,30 37,400 5,65 42,20 4,26 5,3 6,09
Minimo 147,70 17,200 -2,12 104,50 -3,20 1,2 -4,32
Méaximo 176,00 54,600 3,53 146,70 1,06 6,5 1,77
Suma 5676,75 1015,550 -33,84 4580,60 -73,73  140,2 -68,22
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Tabla XXVIIIl. Medidas de Tendencia Central. Hormona de Crecimiento.
GHbasal = GH3o0 GH60 GHoo GHi120

Media ,0324 5,7889 5,3829 4,1171 2,1433
Error tip. de la media ,23586 ,07608 ,61686 ,61340 ,41751
Mediana ,4000 3,6000  5,0000 3,5000 1,1000
Moda ,20 ,40 5,10 1,10 ,30(a)
Desv. tip. 1,37526  5,77454  3,64937 3,62893  2,39839
Varianza 1,801 33,345 13,318 13,169 5,752
Asimetria 2,568 1,283 1,457 1,270 1,270
Error tip. de asimetria ,403 ,398 ,398 ,308 ,409
Curtosis 6,749 1,371 3,043 1,357 »340
Error tip. de curtosis ,788 ,778 ,778 ,778 ,798
Rango 5,90 23,39 17,40 14,30 7,87
Minimo ,10 ,01 ,50 ,30 ,03
Méximo 6,00 23,40 17,90 14,60 7,90
Suma 31,70 202,61 188,40 144,10 70,73

Tabla XI1X. Medidas de Tendencia Central. Melatonina.
aMTbasal aMT30 aMT6o aMTg9o aMTi20

Media 10,0483 3,0411 1,903 2,5239 14,7297
Error tip. delamedia  3,70025 ,63235 ,17604 ,42514  9,24097
Mediana 4,4850 1,9800 1,9300 1,9550 1,8650
Moda ,71(a) 1,20(a) ,90(a) ,72(a) ,79(a)
Desv. tip. 2220149 3,79413 1,06167 2,55085 55,44583
Varianza 492,906 14,395 1,127 6,507  3074,240
Asimetria 4,776 4,513 1,363 3,265 4,979
Error tip. de asimetria ,393 ,393 ,393 ,303 ,393
Curtosis 24,671 23,346 3,421 11,206 25,843
Error tip. de curtosis ,768 ,768 ,768 ,768 ,768
Rango 127,89 22,02 5,36 12,48 312,41
Minimo ,71 ,16 ,19 ,35 ,79
Maximo 128,60 23,08 5,55 12,83 313,20
Suma 361,74 109,48 71,65 90,86 530,27
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Tabla XXX. Medidas de Tendencia Central

IGF-1, IGFBP3

Media

Error tip. de la media
Mediana

Moda

Desv. tip.

Varianza

Asimetria

Error tip. de asimetria
Curtosis

Error tip. de curtosis
Rango

Minimo

Maximo

Suma

IGFI
124,6029
12,72470
133,1500

3,30(a)
74,19712
5505,213

»124

»403

-,608

;788

281,10

3,30

284,40

4236,50

IGFBP3
2,3929
,18487
2,3000
2,30(a)
,07826
957
1,476
441
4,276
,858
4,80
1,00
5,80
67,00
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4.3 Inferencia Estadistica.

Andalisis Comparativo entre grupos.

Como ha sido descrito en el método estadistico, los procedimientos seguidos para
obtener conclusiones teéricamente aplicables a poblaciones mayores: 1) Comparacién de
medias para muestras independientes. 2) Comparacion miltiple de medias (Anova I),
mediante este procedimiento en cada uno de los grupos se desarrollo un analisis de la
varianza de una via (previa comprobacion de la conclusiéon previa para su aplicacion;
normalidad, aleatoriedad y homogeneidad de la varianza). 2) Analisis y valoracién del grado
de relacion entre pares de variables.

Definidas las caracteristicas previas de aleatoriedad, normalidad y homogeneidad de las
varianzas, se procedié a realizar un analisis de la varianza (Fisher), cuyo fundamento en
ultima instancia pretende demostrar posibles diferencias entre medias de varias poblaciones.
En principio desarrollamos un anélisis de la varianza de una via para cada una de las
variables fundamentales incluidas en el disefio experimental, obteniéndose como resultado
de este andlisis un valor de Fep, €l cual tras consultar en la tabla de la distribucion F de
Snedecor para V, y V. grados de libertad, permiti6 afirmar si Fe, > F, diferencia
significativa; si Feyp < Fq, no diferencia significativa.

En aquellas variables en las que se obtuvo, como minimo, un valor de p<0.05 (nivel
critico aceptado), se procedi6 a la busqueda entre las distintas medias participantes, de sus
diferencias, para lo cual y teniendo en cuenta las caracteristicas de las mismas y la
comparacion numérica de cada uno de los grupos (igual nimero de casos), fue aplicado un
test de Tukey, a través del cual se obtuvieron finalmente tantas tep como posibles
comparaciones se hacian para cada variable, procediendo por Gltimo a consultar estos valores
en las tablas teoricas de la distribuciéon “t” de Tukey, igualmente se comparé cada una de las
texp con la correspondiente “t” tedrica (con F —numero de casos- y K —nimero de

tratamientos que se va hacer en grados de libertad).

Comparacién de Medias.

En el disefio experimental del presente proyecto se intenta ver la relacion existente entre
hipofisis y epifisis, modulada entre otros aspectos por las posibles interrelaciones entre las
caracteristicas secretoras de la hormona de crecimiento como producto hipofisario y la
melatonina como secrecion fundamental de la glandula pineal. El estudio que se pueda
realizar en el &mbito pediatrico del objetivo definido, es en nuestro caso la obtenciéon de
muestras en la realizacion de examenes complementarios destinados objetivar si existe o no
alteraciones en la secreciébn de hormona de crecimiento. Tras obtener el material, una

primera cuestion ha sido valorar la adecuacién de la muestra y establecer una primera
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aproximacion considerando el sexo de nuestros pacientes y una segunda los diagnosticos de
los mismos. Para conseguir este primer objetivo valoramos si existian o no diferencias entre
las medias muestrales de las variables objeto de la investigacion del presente proyecto,

resultados que pasamos a exponer a continuacion en el texto y en las Tablas y Graficos (....).

Comparacién de Medias para la agrupaciéon de la muestra por sexos.

Edad cronolégica. Edad 6sea. Al comparar las medias de nuestra muestra para las
variables edad cronologica y edad 6sea, no observamos diferencias significativas entre ambos
sexos, con una edad media para los ninos de 10,65+2,77 afnos y de 10,41+1,58 para las nifias,
en lo que a la variable edad cronologica se refiere y para la edad 6sea los valores medios
fueron de 8,38 + 2,96 para los ninos y de 8,6 + 1,83 anos para las ninas.

Talla padre. Talla madre. Talla diana. Con respecto a las variables que determinan con
caracter genético la talla diana, como son la talla del padre y de la madre, no observamos
diferencia estadisticamente significativas entre las medias para ambos grupos con una talla
media de los padres de nuestros pacientes de 166,44 + 5,91 cm en el grupo de ninos y 167, 94
+ 5,17 cm en el grupo de ninas y para la variable de talla en las madres de 156,42 + 6,76
centimetros para el grupo de ninos y de 156,15 + 4,58 centimetros. Por el contrario, y como
era de esperar si pudimos encontrar diferencias significativas para la talla diana, ya que como
se conocido, la variable sexo influye de manera evidente en la misma. Siendo para el grupo de
ninos la talla diana media de 167,63 + 4,68 cm y para el grupo de ninas de 156,42 + 3,95 cm,
con un valor de p < 0,001.

Peso. Peso (sds). Talla. Talla (sds). Velocidad de crecimiento. Velocidad de
crecimiento (sds). El estudio de las variables somatométricas peso y talla, tanto en valores
absolutos, como los referidos a la desviacion estandar a la media, no arrojaron diferencias
significativas entre ambos grupos, con los siguientes valores medios para cada sexo en lo que
se refiere a peso absoluto 29,33 + 10,64 kg para el grupo de nifos y de 26,95 + 6,74 kg para el
grupo de ninas. Al referirnos al valor relativo de la desviacion estandar, observamos una
media de — 0,82 + 1,41 para los nifios y de -1,07+ 0,59 para las nifias. De forma similar
observamos en nuestra muestra poblacional cémo las tallas tanto en valor absoluto como en
desviaciones estandar no diferian, con una talla media para los nifios de 128,26 + 13,15 cm, y
de 126,09 + 8,68 cm para las nifias. Igual consideraciéon apreciamos en lo que se refiere a la
variable velocidad de crecimiento, con unos valores sin diferencias estadisticamente
significativas entre ambos, de 3,73 + 0,64 cm/afo para los nifios y de 4,07 + 1,07 cm/ano
para las nifias. Expresada la velocidad de crecimiento en desviacion estandar, obtuvimos los
siguientes resultados para el grupo de ninos de -1,76 + 1,05 sds y -2,04 + 1,29 sds en el grupo

de ninas.
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Hormona de crecimiento (GH) basal, 30, 60,90 y 120 minutos. Como ya hemos
definido en el capitulo de la metodologia, tras la administracion de la insulina en el paciente
por via intravenosa, se produce un aumento en el pico de secrecion de Hormona de
Crecimiento en individuos no deficitarios de aquella, y por el contrario si el paciente presenta
déficit de esta hormona, no se produce dicho aumento en el pico secretorio, o se produce a
niveles considerados patologicos. Pues bien al analizar las tasas plasmaticas medias de
Hormona de Crecimiento tras la administracién de insulina no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes pediatricos nifios y el grupo de
pacientes pediatricos nifnas. Asi para la variable concentracion basal de Hormona de
Crecimiento que hemos definido como GH b, la tasa plasmatica fue de 1,17 + 1,70ug/ml para
los nifos y de 0.62 + 0,74 ug/ml para las ninas. De igual manera se definen para las
siguientes variables:

1. Concentracion a los 30 minutos de Hormona de crecimiento, GH 30:
a. Nifos: 5,28 + 6,09 ug/ml.
b. Ninas: 6,38 % 5,50 ug/m.
c. p=N.S.

2. Concentracion a los 60 minutos de Hormona de crecimiento, GH 60:
a. Ninos: 5,31 + 4,11 ug/ml.
b. Nifas: 5,46 + 3,13 ug/ml.
c. p=N.S.

3. Concentracion a los 90 minutos de Hormona de crecimiento, GH 90:
a. Ninos: 4,03 * 3,63 ug/ml.
b. Ninas: 4,21 + 3,74 ug/ml.
c. p=N.S.

4. Concentracién a los 120 minutos d Hormona de crecimiento, GH 120:
a. Ninos: 1,85 + 2,19 ug/ml.
b. Ninas: 2,48 + 2,65 ug/ml.
c. p=N.S.

Melatonina (aMT), basal, 30, 60, 90 y 120 minutos. En el estudio de estas variables, al
comparar las concentraciones plasmaticas entre ambos sexos en cada momento de la
extraccion, los resultados expresados difieren de los escritos anteriormente para la Hormona
de Crecimiento. Asi pudimos observar que existen diferencias significativas para las tasas
plasmaticas de melatonina tras el estimulo como consecuencia de la hipoglucemia insulinica,
expresadas para las muestras de melatonina a los 30 minutos (aMT30), en los que existia una

concentracion media para el grupo de ninos de 1,82 + 0,92 pg/ml y para el grupo de ninas de

4,39 + 5,17 pg/ml, con una p < 0,04.
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Variables IGF-1 e IGFBP3. El estudio de las tasas plasmaticas para la IGF-I e IGFBP3, no
arrojaron diferencias estadisticamente significativas para las tasas plasmaéticas de IGF-I. Por
el contrario pudimos observar cdmo existia una diferencia estadisticamente significativa con
p < 0,02, al comparar las concentraciones medias de IGFBP3, con una media de 1,97 + 0,72
en el grupo de nifos, inferior a las concentraciones medias de 2,81 + 1,03 para el grupo de
nifias.

180,00

170,00

TDIANA

160,00

014

150,00 —_—

028

T T
HOMBRE MUJER
SEXO

Figura 4.1 Variable Talla Diana
Como era de esperar, al comparar entre ambos sexos la talla diana
en nuestro grupo de estudio se confirma que es mayor en el grupo
de nifios con respecto al de nifias, siendo para el grupo de nifios la
talla diana media de 167,63 + 4,68 cm y para el grupo de nifias de
156,42 + 3,95 cm, con un valor de p < 0,001.

25,00 pg/ml

*21

20,00

15,00

aMT30

10,00
017

T T
HOMBRE MUJER
SEXO

5,004

0,004

Figura 4.2 Variable aMT 30
Al comparar las medias referidas a las tasas plasmdaticas de
melatonina tras el estimulo determinado por la hipoglucemia
insulinica, pudimos observar como a los 30 minutos de inducida la
hipoglucemia, la tasa plasmdtica de melatonina era mayor en el
grupo de nifias respecto al de nifios con una p < 0,04.
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Figura 4.3 Variable IGFBP3

Llama la atencién que observados éstos y otros resultados que
exponemos mds adelante, existen modificaciones en las tasas
plasmaticas de IGFBP3. En este capitulo pudimos observar como las
tasas plasmdticas de IGFBP3, observadas en nuestros pacientes
eran superiores en el sexo femenino respecto al masculino, con una
significacién de p < 0,002, y unos valores medios de 1,97 + 0,72 en el
grupo de nifios y de 2,81 + 1,03 para el grupo de ninas.

Inferencia estadistica: estudio de correlaciéon y regresion entre variables.

El coeficiente de correlacion r de Pearson es adecuado para medir la magnitud y el signo
de la relacion lineal entre dos variables cuantitativas. El coeficiente r varia entre -1 y 1. La
fuerza de la asociacion o magnitud de la relacion es una funcion directa del valor absoluto del
coeficiente r, cuanto mas cerca de 0 menor es la relaciéon entre las variables, cuanto mas cerca
de 1 (en valor absoluto) mayor es la relacion entre las variables. La relacion es perfecta
cuando el coeficiente vale tanto +1, como -1, y no existe ninguna relacion lineal entre las
variables cuando r es igual a o.

Una vez determinada la relaciéon entre dos variables nos interesa conocer la relacion
entre una variable criterio y dos o mas variables predictoras. El interés de emplear esta
técnica puede radicar en estudiar la naturaleza de la relacién o bien en predecir las
puntuaciones de la variable criterio. Lo primero que interesa conocer es la fuerza global de la
asociacion entre las variables predictoras y criterio. Estoe se mide mediante el coeficiente de
correlacion multiple R, siendo preferible emplear R2 (R square) debido a su mejor
interpretacion. Este coeficiente R2 también se conoce como coeficiente de determinacion, y
varia entre o0 y 1. Cuando R2=1 quiere decir que el 100% de la variabilidad de la variable
criterio es explicada por las variables predictoras; y también que la relacion lineal entre las
variables es perfecta. Cuando R? = 0 se explica el 0% de la variable criterio, y no existe
ninguna relacion lineal entre la variable criterio y las variables predictoras. El coeficiente R2

ajustado (Adjusted R Square) se haya para compensar los efectos del tamafo de la muestra
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sobre R2. Posteriormente se realiza el contraste para comprobar si la relacion es significativa
o no. Se realiza mediante la prueba F de Snedecor.

Dicho todo lo anterior en nuestro proyecto pudimos establecer las siguientes
correlaciones y una vez ejecutadas sobre éstas la correspondiente funcién Anova, no
encontramos los resultados que expresamos en las siguientes tablas y figuras.

Como Era de esperar exista una relacion significativa y muy elevada entre edad o6sea y
edad cronologica para nuestro grupo de estudio, con r = 0,94 y p < 0,0001. De igual forma y
como también era esperable pudimos encontrar una relaciéon directa entre la talla paterna,
materna y la talla diana en nuestro grupo, conunar = 0,36 yp < 0,02 yr = 0,46y p < 0,05
respectivamente. Al resultar una relacion significativa, estudiamos a continuacion el grado de
prediccion de las variables estudiadas sobre la talla diana en el grupo estudio pudiendo
comprobar, como no podia ser de otra forma, la relacion positiva. Resultados que se exponen

en las Tablas XXXI a XXXIII y Figuras 4.4y 4.5.

Tabla XXXI.- Correlacion entre las variables Edad cronolégica, Edad 6sea, Talla
paterna, Talla maternay Talla diana.

Edad Edad T T T Diana
Cronologica Osea Padre = Madre
Edad Correlacion de 1 ,944(%%) -,280 ,221 ,031
Cronolégica Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,103 ,202 ,860
N 36 34 35 35 35
Edad 6sea Correlacion de ,944(*%%) 1 -,158 ,208 -,027
Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,380 ,245 ,881
N 34 34 33 33 33
T padre Correlacion de -,280 -,158 1 ,127 ,361(%)
Pearson
Sig. (bilateral) ,103 ,380 ,468 ,033
N 35 33 35 35 35
T madre Correlacion de ,221 ,208 ,127 1 ,463(%%)
Pearson
Sig. (bilateral) ,202 ,245 ,468 ,005
N 35 33 35 35 35
T diana Correlacion de ,031 -,027 ,361(%)  ,463(*%) 1
Pearson
Sig. (bilateral) ,860 ,881 ,033 ,005
N 35 33 35 35 35

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla XXXI1.- Estudio de Regresidn y Anova para las variables Talla Padre, Talla Madre
y Talla Diana.

Modelo R R R Error tip. de Estadisticos de cambio
cuadrado cuadrado la
corregida  estimacion Cambio  Cambio gl1 gl2 Sig. del
en R en F cambio
cuadrado enF
1 ,164(a) ,027 -,036 ,516 ,027 427 2 31 ,656
ANOVA
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion 7,106 2 3,553 69,478 ,000(a)
Residual 1,637 32 ,051
Total 8,743 34

a Variables predictoras: (Constante), TDIANA, TPADRE
b Variable dependiente: SEXO

180,007 romsre
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160,00—

150,00—
°Q R2lineal = 0,13

T T T T T
155,00 160,00 165,00 170,00 175,00 180,00 ¢m

TPADRE

Figura4.4
Como era de esperar, se obtuvo una correlacion positiva entre la talla diana
y la talla del padre.
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Figura 4.5
Aligual que ocurria con la figura anterior pudimos comprobar una correlacién
directa entre la Talla Diana y la Talla de la madre, para ambos sexos

Las siguientes variables en las cuales estudiamos las posibles relaciones entre ellas,
fueron las referidas a peso, talla y velocidad de crecimiento, tanto en valores absolutos como

SdS, obteniendo los resultados que exponemos en la siguiente Tabla XXXIII.

Tabla XXXII1. Correlacion entre las variables Edad Cronoldgica, Edad Osea, Talla
paterna, Talla Maternay Talla Diana.

PESO PESOsds TALLA TALLAsds VCTO VCTOsds

PESO Correlacion de 1 ,758(**)  ,793(*%) ,275 ,028 ,041
Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,104 ,873 ,814
N 36 36 36 36 36 36
PESOsds Correlacion de ,758(*%) 1 ,205 ,662(%%) ,119 ,152
Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,081 ,000 ,489 ,377
N 36 36 36 36 36 36
TALLA Correlacion de ,793(*%) ,205 1 ,005 ,047 ,051
Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,081 ,583 ,786 ,766
N 36 36 36 36 36 36
TALLAsds Correlacion de ,275 ,662(%%) ,005 1 ,146 ,314
Pearson
Sig. (bilateral) ,104 ,000 ,583 ,394 ,062
N 36 36 36 36 36 36
VCTO Correlacion de ,028 ,119 ,047 ,146 1 ,716(*%)
Pearson
Sig. (bilateral) ,873 ,489 ,786 ,394 ,000
N 36 36 36 36 36 36
VCTOsds Correlacion de ,041 ,152 ,051 ,314 ,716(*%) 1
Pearson
Sig. (bilateral) ,814 ,377 ,766 ,062 ,000
N 36 36 36 36 36 36
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De igual manera procedimos para el estudio de las variables objeto principal de nuestro
proyecto como era observar qué ocurria en las tasas plasmaticas de hormona de crecimiento
y de melatonina, tras un estimulo como es la hipoglucemia insulinica y poder deducir de esta
posible relacion nuevos aspectos en la interrelacion entre ambas hormonas, si es que existen
y nuevos aspectos en los mecanismos neurreguladores de la secreciéon de melatonina (aMT).
En este sentido, la Tabla XXXIV, muestran los resultados al establecer la Correlaciéon r de
Pearson entre hormona de crecimiento y melatonina, en cada momento de extraccion de
muestra del test de estimulo. La Tabla XXXV, muestra los resultados estadisticos obtenidos
al correlacionar las tasas plasmaticas de hormona de crecimiento en cada momento del test
con las tasas plasmaticas globales previas de IGF-I e IGFBP3, y en la Tabla XXXVI, se
muestran las correlaciones que existen entre las tasas de melatonina en cada extraccion, con
las tasas plasmaticas de IGF-I e IGFBP3. Tras la valoracion de estas correlaciones,
procedimos a la realizacion del Anova correspondiente para calcular el valor predictivo de las
mismas, observando exclusivamente un posible valor predictivo entre las variables aMT basal
e IGF BP3, como se demuestra en las Tablas y Figura correspondientes, Tablas XXXVII a XIL
y Figuras 4.6 a 4.17
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Tabla XXXIV. Correlacién r de Pearson entre los valores de HGH y aMT.

GHbasal

GH30

GH60

GHogo

GH120

aMTbasal

AMT30

AMT60

AMT90

aMTi120

Correlaciéon
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlacion
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlaciéon
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlacion
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlacion
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlacion
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlacion
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlaciéon
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlacion
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

Correlaciéon
de Pearson
Sig.
(bilateral)
N

GHbasal

1

34
137

»439

34
,000

,612

34
,348(%)

1044

34
,394(%)

,026

32
-,142

424

34
-,146

1409

34
»350(%)

,042

34
-,248

»157

34
-,128

»470

34

GH3o0

»137
»439

34
1

35
,167

,336

35
-,007

,969

35
,066

,716

33
-,042

,810

35
-,090

,606

35
,048

,782

35
-,055

»755

35
,072

,681

35

GH60 GHoo
,090 »348(%)
,612 ,044

34 34
,167 -,007
,336 ,969

35 35

1 ,551(%%)
,001
35 35
,551(%%) 1
,001

35 35

,398()  ,594(*%)
,022 ,000

33 33

-,304 -;287
,076 ,095

35 35

-,205 -,176
,237 ,312

35 35

-,066 ,268

,708 ,119
35 35
-,129 -235
,461 »175
35 35
,146 -,076
404 ,663
35 35

GHi120
,394(%)

,026

32
,066

»716

33
»398(%)

,022

33

,594(%%)

,000

33
1

33
-,240

»179

33
-,101

,286

33
,282

2112

33
-244

»171

33
-,062

734

33

aMTbasal

-,142
424

34
-,042

,810

35
=304

,076

35
'5287

;095

35
-,240

»179

33
1

36
,357(%)
,032
36
,545(*%)
,001
36
,301
,075
36
,015
933
36

aMT3so0
-,146

»409

34
-,090

,606

35
=205

»237

35
-,176

312

35
=191

,286

33
,357(%)

,032

36
1

36

,052
,763

36
,786(*%)

,000

36

,214
»209

36

aMT60
,350(%)

,042

34
,048

782

35
-,066

,708

35
,268

»119

35
,282

112

33

,545(%%)

,001
36
,052
,763
36

36
-,058
»739
36
=079
,647
36

aMT9o
-,248

»157

34
-,055

»755

35
-,129

,461

35
=235

»175

35
-,244

171

33
301

,075
36
,786(*%)
,000
36
-,058
»739

36
1

36
,629(*%)

,000

36

aMTi120
-,128

»470

34
,072

,681

35
,146

1404

35
-,076

,663

35
-,062

734

33
,015

933

36
214

»209

36
-,079

,647

36
,629(*%)

,000

36
1

36
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Tabla XXXV. Correlaciéon r de Pearson entre los valores plasmaticos de hormona de

crecimiento, IGF-1 e IGFBP3.

GHbasal

GH3o0

GH60

GHoo

GHi20

IGFI

IGFBP3

Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N
Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N
Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N
Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N
Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N
Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N
Correlacion de
Pearson
Sig. (bilateral)
N

GHbasal
1

34
»137

439
34
,000

,612

34
,348(%)

,044
34
,394(%)

,026

32
-,066

»719
32
-,302

;125
27

GH30
»,137

»439

34
1

35
,2167

,3360
35
-,007

;969
35
,066

,716

33
,083

644
33
;104

»597
28

GH60 GHoo
,090 ,348(%)
,612 ,044

34 34
a167 -,007
,336 ,969

35 35

1 ,551(%%)
,001
35 35
,551(%%) 1
,001

35 35

,398(%)  ,594(*%)
,022 ,000

33 33

- _5249
,506(*%)

,003 ,163
33 33
_5307 _’129
,113 ,513
28 28

GH1i20
,394(%)

,026
32
,066

,716
33
,398(%)

,022

33
,594(%%)

,000

33
1

33
=301

,100
31
-,031

879
27

IGFI
-,066

»719
32
,083

644
33

,506(*%)
,003

33
=249

,163
33
-,301

,100

31
1

34
,602(*%)

,001
28

IGFBP3
-,302

»125
27
104

»597
28

-,307

»113
28
_’129

513
28
-,031

,879
27
,602(*%)

,001
28
1

28

* La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla XXXVI. Correlacion r de Pearson entre los valores plasmaticos de Melatonina
(aMT), IGF-1 e IGFBP3.
IGFI IGFBP3 aMTbasal aMT30 amt60 amtgo aMTi20
IGFI Correlacién 1 ,602(*%) ,274 ,230 ,103 ,071 -,386(*)
de Pearson
SIG. ,001 ,117 ,190 ,563 ,689 ,024
(bilateral)
N 34 28 34 34 34 34 34
IGFBP3 Correlacion  ,602(*%) 1 415(%)  ,678(*%) ,166 ,721(%%) -,309
de Pearson
Sig. ,001 ,028 ,000 ,398 ,000 ,110
(bilateral)
N 28 28 28 28 28 28 28
aMTbasal Correlacion ,274 ,415(%) 1 ,357(%)  ,545(*%) ,301 ,015
de Pearson
Sig. ,117 ,028 ,032 ,001 ,075 ,933
(bilateral)
N 34 28 36 36 36 36 36
aMT30 Correlacién ,230 ,678(**)  ,357(%) 1 ,052 ,786(*%) ,214
de Pearson
Sig. ,100 ,000 ,032 ,763 ,000 ,209
(bilateral)
N 34 28 36 36 36 36 36
aMT60 Correlacién ,103 ,166 ,545(*%%) ,052 1 -,058 -,079
de Pearson
Sig. ,563 ,398 ,001 ;763 ,739 ,647
(bilateral)
N 34 28 36 36 36 36 36
aMTgo Correlacion ,071 ,721(%%) ,301 ,786(**)  -,058 1 ,629(*%)
de Pearson
Sig. ,689 ,000 ,075 ,000 ,739 ,000
(bilateral)
N 34 28 36 36 36 36 36
aMTi120 Correlacion  -,386(%) -,309 ,015 ,214 -,079  ,629(*%) 1
de Pearson
Sig. ,024 ,110 ,933 ,209 ,647 ,000
(bilateral)
N 34 28 36 36 36 36 36

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla XXXVII. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables GH Basal y GH 90.

Modelo R Rcuadrado R cuadrado corregida  Error tip. de la estimacion
,217(a) ,047 -,014 ,508
a Variables predictoras: (Constante), GH90, GHbasal
Modelo Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

1 Regresion ,395 2 ,198 ;767 473

Residual 7,087 31 ,258

Total 8,382 33
Modelo Coeficientes no Coeficientes t Sig.
estandarizados estandari-

zados

B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,471 ,134 10,990 ,000
GHbasal -,085 ,069 -,231 -1,238 ,225
GHoo ,012 ,026 ,089 ,476 ,638

ng/mL SEXO
15,007 g Homsre
Q MUJER
?
9
2
O]
g
g R2 lineal = 0,121
) ° 9
0,00 Qy g
0‘:)0 1 Ioo 2‘:)0 s,loo 4,!)0 5‘:)0 e,:)o ng/mL
GHbasal
Figura 4.6
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Tabla XXXVIII. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables GH Basal y GH 120

Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion
1 ,281(a) ,079 ,015 ,500
ANOVA (b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion ,621 2 ,311 1,242  ,304(a)
Residual 7,254 29 ,250
Total 7,875 31

a Variables predictoras: (Constante), GH120, GHbasal
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,455 ,123 11,856 ,000
GHbasal -,105 ,069 -,204 -1,517  ,140
GHi20 ,042 ,042 ,102 ,080 331
dlSEXO
8.007 a HOMBRE
Q Q MUJER

6,00

4,00

GH120

2,00

R2 lineal = 0,155

0,00

T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
GHbasal

Figura4.7
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Tabla XXXIX. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables GH Basal y aMT Basal

Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion

1 ,281(a) ,079 ,020 499

a Variables predictoras: (Constante), aMTbasal, GHbasal

ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
1 Regresion ,662 2 ,331 1,329 ,279(a)
Residual 7,720 31 ,249
Total 8,382 33

a Variables predictoras: (Constante), aMTbasal, GHbasal
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,454 ,115 12,684 ,000
GHbasal -,063 ,064 -,172 -,989 ,330
aMTbasal ,004 ,004 ,199 1,143 ,262
a Variable dependiente: SEXO
pg/mL SEXO
6,00 d‘HOMBRE
° Q MUJER

5,00

4,00

3,00

aMT60

2,00

1,004
R2 lineal = 0,345

0,00

T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 ng/mL
GHbasal

Figura 4.8
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Tabla XL. Coeficiente de Regresidén y Anova para las variables GH Basal y GH 120
Modelo R Rcuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion
1 ,028(a) ,001 -,062 ,521
ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresién ,007 2 ,003 ,012  ,088(a)
Residual 8,679 32 ,271
Total 8,686 34
a Variables predictoras: (Constante), GH90, GH60
b Variable dependiente: SEXO
Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta

1 (Constante) 1,438 ,162 8,866 ,000
GH60 ,002 ,029 ,011 ;051,959

GHoo ,003 ,029 ,020 ,005  ,025

a Variable dependiente: SEXO
1500 "8/mL g d'SHE;:n(;RE
Q MUJER
Q

12,00

9,00

GH90

6,00

3,00

R2 lineal = 0,304

0,00

T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 ng/mL
GH60

Figura4.9
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Tabla XLI. Coeficiente de Regresién y Anova para las variables GH 60 y GH 120

Modelo R Rcuadrado R cuadrado corregida  Error tip. de la estimacion
1 ;141(a) ;020 -,045 517
a Variables predictoras: (Constante), GH120, GH60
ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl = Media cuadratica F Sig.
1 Regresion ,163 2 ,081 ,304 ,740(a)
Residual 8,019 30 ,267
Total 8,182 32

a Variables predictoras: (Constante), GH120, GH60
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,422 ,164 8,675 ,000
GH60 -,007 ,027 -,050 -,251 ,803
GH120 ,032 ,042 ,153 778,443
a Variable dependiente: SEXO
a0 ng/mL SEXO
| 7o guer

6,00

4,00+

GH120

2,00

R2 lineal = 0,158

0,00

T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 ng/mL

Figura 4.10
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Tabla XLII. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables GH 60 e IGF-I.
Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida  Error tip. de la estimacion

1 ,230(a) ;053 -,010 ,510
a Variables predictoras: (Constante), IGFI, GH60

ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica  F Sig.
1 Regresion ,436 2 ,218 ,838  ,442(a)
Residual 7,806 30 ,260
Total 8,242 32

a Variables predictoras: (Constante), IGFI, GH60
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,134 ,293 3,873 ,001
GH60 ,025 ,028 ,184 ,893  ,379
IGFI ,002 ,001 ,260 1,260 ,217
a Variable dependiente: SEXO
SEXO
300,00 Homere
a QO MusERr
250,00 o
g o

200,00 —

150,00

IGFI

100,00

50,00
R2 lineal = 0,256

0,00

0,00 5,00 10,00 15,00 2000 ng/mL

Figura4.10
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Tabla XLI11. Coeficiente de Regresidon y Anova para las variables aMT Basal y aMT 30.

Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion

1 ,353(2) 124 ,071 ,488

a Variables predictoras: (Constante), aMT30, aMTbasal

ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion 1,116 2 ,558 2,344 ,112(a)
Residual 7,856 33 ,238
Total 8,972 35

a Variables predictoras: (Constante), aMT30, aMTbasal
Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)

Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta

1 (Constante) 1,326 ,106 12,527 ,000

aMTbasal ,002 ,004 ,086 ,493  ,625

aMT30 ,042 ,023 »313 1,793 ,082

a Variable dependiente: SEXO

pg/mL SEXO
25,007 FHomere

0 Q MUJER

20,00

15,00

aMT30

10,00

5,00—]

R2 lineal = 0,128

0,00

T T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 pg/mL
aMTbasal

Figura4.11
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Tabla XLIV. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables aMT Basal y aMT 60.
Modelo R Rcuadrado R cuadrado corregida  Error tip. de la estimacion

1 ,284(a) ,081 ,025 ,500
a Variables predictoras: (Constante), aMT60, aMTbasal

ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion ,723 2 ,361 1,446 ,250(a)
Residual 8,249 33 ,250
Total 8,972 35

a Variables predictoras: (Constante), aMT60, aMTbasal
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)

Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta

1 (Constante) 1,627 ,188 8,656 ,000

aMTbasal ,008 ,005 ,330 1,658 ,107

aMT60 -,116 ,005 -,243 -1,220 ,231

a Variable dependiente: SEXO

SEXO
6,007 FHomsre

o Q MUJER

5,00

4,00

aMT60

3,00 g

2,00

1,00 %
R2 lineal = 0,297
Q
Q
T

0,00

000 20,00 40,00 6000 80,00 100,00 120,00 140,00
aMTbasal

Figura4.12
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Tabla XLV. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables aMT Basal, IGFBP3.

Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion
1 ,439(a) ,193 ;128 475
a Variables predictoras: (Constante), IGFBP3, aMTbasal
ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresién 1,348 2 ,674 2,082 ,069(a)
Residual 5,652 25 ,226
Total 7,000 27

a Variables predictoras: (Constante), IGFBP3, aMTbasal
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) ,957 ,248 3,867 ,001
aMTbasal ,000 ,004 ,013 ,065 ,949
IGFBP3 ,226 ,103 433 2,194 ,038

a Variable dependiente: SEXO

SEXO
6,00 FHomere
@ QMUJER
5,00
4,00~
™
o Q
i Q
<] Iy
300 @
2,00 o]
g
a R2 lineal = 0,172
B
1004 &
T T T T T T T T
000 20,00 40,00 6000 80,00 100,00 120,00 140,00
aMTbasal
Figura4.13
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Tabla XLVI. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables aMT 30 y aMT 90.

Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion
1 ,353(a) 124 ,071 ,488
a Variables predictoras: (Constante), aMT90, aMT30
ANOVA(Db)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion 1,117 2 ,558 2,346 ,112(a)
Residual 7,855 33 ,238
Total 8,972 35
a Variables predictoras: (Constante), aMT90o, aMT30
b Variable dependiente: SEXO
Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no Coeficientes t Sig.
estandarizados estandarizados
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,309 ,2115 11,360 ,000
aMT30 ,032 ,035 ,241 ,012 ,368
aMT9o ,026 ,052 ,131 ,496 ,623
a Variable dependiente: SEXO
SEXO
14,007 PHomere
Q MUJER

aMT90

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00—

2,00

0,00

R2 lineal = 0,618

10,00 15,00
aMT30

20,00

Figura4.14

T
25,00
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Tabla XLVII. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables aMT e IGFBP3.

Modelo R R cuadrado R cuadrado Error tip. de la
corregida estimacion
1 ,439(2) 1193 ,128 475
a Variables predictoras: (Constante), IGFBP3, aMT30
ANOVA(Db)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion 1,350 2 ,675 2,087 ,069(a)
Residual 5,650 25 ,226
Total 7,000 27

a Variables predictoras: (Constante), IGFBP3, aMT30
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) ,940 ,268 3,509 ,002
aMT30 -,003 ,030 -,028 -,115 ,909
IGFBP3 ,238 ,127 ,458 1,872 ,073
a Variable dependiente: SEXO
6.007 dlSHEOTAOBRE
Q Q MUJER
@ N Q
g Q
- 3,00 §
g
S 5%
2,00 8 [e}
c
[ R2 lineal = 0,46
F°
1,00 o]
0,00 5,00 lO,OaDMTS;S,OD 20,00 25,00
Figura4.15
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Tabla XLVIII. Coeficiente de Regresién y Anova para las variables aMT y aMT 120.
Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion

1 ,347(a) ,120 ,067 489
a Variables predictoras: (Constante), aMT120, aMT9o

ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion 1,078 2 ,539 2,253 ,121(a)
Residual 7,804 33 ,239
Total 8,972 35

a Variables predictoras: (Constante), aMT120, aMT9o
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)

Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta

1 (Constante) 1,281 ,122 10,539 ,000

aMTg9o ,085 ,042 ,428 2,037 ,050

aMTi20 -,002 ,002 -,171 -,816  ,421

a Variable dependiente: SEXO

SEXO
FHomsre
Q MUJER

300,00 —

200,00

aMT120

100,00

R2 lineal = 0,395

0,00 (e e Q

T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

aMT90

Figura4.16
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Tabla XLIX. Coeficiente de Regresion y Anova para las variables aMT 90 e IGFBP3.
Modelo R R cuadrado R cuadrado corregida Error tip. de la estimacion

1 443(2) ,196 1132 474
a Variables predictoras: (Constante), IGFBP3, aMT90

ANOVA(b)
Modelo Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion 1,373 2 ,687 3,051 ,065(a)
Residual 5,627 25 ,225
Total 7,000 27

a Variables predictoras: (Constante), IGFBP3, aMT90
b Variable dependiente: SEXO

Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) ,923 ,257 3,585 ,001
aMTogo -,022 ,065 -,088 -,340 ,737
IGFBP3 ,261 ,135 ,502 1,941 ,064
a Variable dependiente: SEXO
SEXO
6,00 PHomere
Q MUJER
S Q
i Q
o
3,00 Qg
0 @w
9 8% Q
2,00 (¢}
[
o, |
1,00 [e)
[ IOO 2 :)O 4 IOO 6 :)O 8 IOO 10‘00 12IOO
‘ ' ' aMIT90 ‘ ‘ '
Figura 4.17
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4.3.1 Inferencia Estadistica: analisis comparativo segun diagndsticos.

Una vez observados los resultados que se obtienen de forma global en nuestra muestra
con relacion a las variables que nos hemos propuestos estudiar en los objetivos del presente
proyecto de investigacién, un segundo planteamiento es comprobar si existian diferencias en
los resultados obtenidos, fundamentalmente referidas a las tasas plasmaticas de hormona de
crecimiento y de melatonina, y su posible correlaciéon, introduciendo como variable
definitoria los diagndsticos de nuestros pacientes. En este sentido a continuaciéon exponemos
los resultados con este planteamiento, no obstante y teniendo en cuenta la “n” muestral,
hemos escogido los diagnosticos en los que la realizacion de los tests estadisticos fueran
adecuados a nuestro tamano muestral. Asi, hemos dividido nuestra muestra segtin los tres
diagnoésticos méas frecuentes realizados en los pacientes objetos del test funcional: Déficit de
hormona de crecimiento (DGH), Baja Talla Familiar (BTF) y Retraso Constitucional del
Crecimiento y Desarrollo (RCCyD). Al igual que en el apartado anterior, hemos estructurado
el desarrollo estadistico en los siguientes puntos:

1. Estadistica descriptiva, frecuencias y mediadas de tendencia central de las variables

estudiadas para cada uno de los grupos diagnosticos.

2. Comparacion de Medias y Anova I para dos o0 mas muestras.

3. Estudio de Correlacion y Regresion.

Enrique Caro Cruz
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Estadistica basica: frecuencias y medidas de tendencia central.

En las Tablas L a LXIV, se muestran los valores referentes a las medidas de tendencia
central, dispersion y distribucién de las variables correspondientes al grupo de pacientes con
Baja Talla Familiar (BTF), Retraso Constitucional del Crecimiento y Desarrollo (RCCyD) y
déficit de hormona de crecimiento (DGH).

1) Grupo A: Baja Talla Familiar.

Tabla L. Medidas de tendencia central, dispersion y distribucion para BTF.
Sexo FEdadCro EdadOsea TPadre T Madre T Diana

N Validos 12 12 10 12 12 12
Perdidos 27 27 29 27 27 27

Media 1,50 10,167 8,200 167,2500 155,6833 162,0167
Mediana 1,50 10,400 8,350 166,5000 156,4000 162,5000
Moda 1(a) 6,1(a) 10,0 165,00(a) 150,00(a) 158,00(a)
Desv. tip. ,522 2,5850 2,0086 5,49587 4,66122 6,07855
Varianza ,273 6,682 8,460 30,205 21,727 36,949
Asimetria ,000 -,037 ,036 -,233 ,132 -,321
Error tip. de asimetria  ,637 ,637 ,687 ,637 ,637 ,637
Curtosis -2,444 -1,175 -,865 -,815 -,011 -,199
Error tip. de curtosis 1,232 1,232 1,334 1,232 1,232 1,232
Rango 1 8,0 9,0 17,00 14,60 20,50
Minimo 1 6,1 4,0 157,00 149,40 150,00
Méaximo 2 14,1 13,0 174,00 164,00 170,50
Suma 18 122,0 82,0 2007,00 1868,20 1944,20

Tabla LI. Medidas de tendencia central, dispersion y distribucién para BTF.
Peso Peso sds Talla Tallasds Vcto Vctosds

N Validos 12 12 12 12 12 12
Perdidos 27 27 27 27 27 27
Media 26,60583 -1,0075 125,3250 -2,0400 4,108 -1,5217
Mediana 28,62500 -1,0700 125,4000 -2,0650 4,000 -1,6650
Moda 18,100(a) -1,48(a) 104,50(a) -2,20(a) 3,5(a) -3,55(a)
Desv. tip. 6,562478 ,38213  13,52379 ,24365 1,0449 1,40392
Varianza 43,066 ,146 182,893 ,059 1,092 1,971
Asimetria -,040 ,467 ,073 ,003 ,012 ,001
Error tip. de asimetria ,637 ,637 ,637 ,637 ,637 ,637
Curtosis -1,623 -,990 -1,216 1,546 1,499 1,889
Error tip. de curtosis 1,232 1,232 1,232 1,232 1,232 1,232
Rango 17,600 1,12 42,20 ,02 3,9 5,32
Minimo 18,100 -1,48 104,50 -2.,40 2,6 -3,55
Méximo 35,700 -,36 146,70 -1,48 6,5 1,77
Suma 320,350 -12,09 1503,90 -24,48 49,3 -18,26
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Tabla LII. Medidas de tendencia central, dispersion y distribucion para BTF.

N Validos
Perdidos
Media
Mediana
Moda
Desv. tip.
Varianza
Asimetria
Error tip. de asimetria
Curtosis
Error tip. de curtosis
Rango
Minimo
Maéaximo
Suma

GHbasal GH3o
11 11
28 28

1,2000 7,2545
,6000 3,0000
,20 ,70
1,74814 8,11139
3,056 65,795
2,445 1,151
,661 ,661
6,390 -,165
1,279 1,279
5,90 22,70
,10 ,70
6,00 23,40
13,20 79,80

GH60
11
28

5,8273

5,0000
,60(2)
3,74542
14,028
»733
,661
-,124
1,279
12,50
,60
13,10
64,10

GHoo
11
28

6,2091

4,1000
,30(a)
4,88886
23,901
»597
,661
=957

1,279

14,30

»30

14,60

68,30

GH120
11
28

2,9273

1,3000

1,10
2,62301
6,880
712
,661
=997
1,279
7,60
,10
7,70
32,20

Tabla LIIIl. Medidas de tendencia central, dispersion y distribuciéon para BTF.

N Validos

Perdidos

Media

Mediana

Moda

Desv. tip.

Varianza

Asimetria

Error tip. de asimetria

Curtosis

Error tip. de curtosis

Rango

Minimo

Maximo

Suma

aMTbasal aMT3o0
12 12
27 27
3,3742 2,0658
3,5800 1,9300
,71(a) ,16(a)
1,78812 1,13866
3,197 1,297
,266 ,236
,637 ,637
=442 =413
1,232 1,232
6,05 4,01
,71 ,16
6,76 4,17
40,49 24,79

aMT60
12
27
1,9517
1,9000
1,90
1,19205
1,421
1,042
,637
2,277
1,232
4,62
»19
4,81
23,42

aMToo
12
27
1,9900
1,9200
,82(a)
,83881
704
,358
,637
=297
1,232
2,57
,82

3,39
23,88

aMTi20
12
27
12,7217
1,5900
1,05(a)
36,96154
1366,156
3,455
,637
11,952
1,232
128,95
1,05
130,00
152,66
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Tabla LIV. Medidas de tendencia central, dispersion y distribucion para BTF.

IGFI IGFBP3

N Validos 11 9
Perdidos 28 30

Media 140,1091 2,3778
Mediana 142,8000 2,5000
Moda 3,30(a) 2,80
Desv. tip. 81,80933 ,55176
Varianza 6692,767 ,304
Asimetria ,150 -,593
Error tip. de asimetria ,661 ,717
Curtosis -,302 -,547
Error tip. de curtosis 1,279 1,400
Rango 281,10 1,70
Minimo 3,30 1,40
Maéaximo 284,40 3,10
Suma 1541,20 21,40

2) Grupo B: Retraso Constitucional del Crecimiento y Desarrollo.

Tabla LV. Medidas de tendencia central, dispersion y distribucion para RCCyD.
Sexo Edadcro Edadosea  Tpadre Tmadre Tdiana

N Validos 7 7 7 6 6 6
Perdidos 32 32 32 33 33 33

Media 1,43 11,029 9,143 165,8333 157,9500 161,8833
Mediana 1,00 9,600 9,000 165,0000 157,5000 161,1500
Moda 1 9,2 6,0(a) 162,00(a) 150,00(a) 150,00(a)
Desv. tip. ,535 2,0950 2,2360 3,97073 6,32800 9,38305
Varianza ,286 4,389 5,000 15,767 40,055 88,042
Asimetria ,374 ,461 ,034 ,731 ,538 ,356
Error tip. de asimetria  ,794 ,794 ,794 ,845 ,845 ,845
Curtosis -2,800 -2,374 -1,205 -,676 ,116 -,617
Error tip. de curtosis 1,587 1,587 1,587 1,741 1,741 1,741
Rango 1 4,7 6,3 10,00 18,00 26,00
Minimo 1 9,2 6,0 162,00 150,00 150,00
Méaximo 2 13,9 12,3 172,00 168,00 176,00
Suma 10 77,2 64,0 995,00 947,70 971,30
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Tabla LVI. Medidas de tendencia central, dispersion y distribuciéon para RCCyD.

Peso Pesosds Talla Tallasds  Vcto  Vctosds
N Validos 7 7 7 7 7 7
Perdidos 32 32 32 32 32 32
Media 30,99286 -,5871 130,8571 -1,6771 3,486  -2,0143
Mediana 32,5000 -1,3900 139,1000 -2,0000 3,700 -2,0600
Moda 19,750(a) -1,82(a) 115,70(a) -1,90 1,2(a) -4,32(a)
Desv. tip. 10,890685 1,89159 12,33138 1,22977 1,1495 1,40338
Varianza 118,607 3,578 152,063 1,512 1,321 1,969
Asimetria ,428 2,260 -,371 2,439 -1,287 ,104
Error tip. de asimetria ,794 794 ,794 794 794 ;794
Curtosis -1,134 5,238 -2,609 6,212 3,313 1,913
Error tip. de curtosis 1,587 1,587 1,587 1,587 1,587 1,587
Rango 28,400 5,35 27,40 3,56 3,8 4,69
Minimo 19,750 -1,82 115,70 -2,50 1,2 -4,32
Maéaximo 48,150 3,53 143,10 1,06 5,0 ,37
Suma 216,950 -4,11 916,00 -11,74 24,4 -14,10
Tabla LVII. Medidas de Tendencia Central, Dispersiéon y Distribucién para RCCyD.
GHbasal GH30 GH60 GHoo GH120
N Validos 7 7 7 7 6
Perdidos 32 32 32 32 33
Media ;5571 5,3714 6,7857 3,3286 2,4833
Mediana ,4000 5,5000 5,0000 3,2000 2,2500
Moda ,10 ,40 2,90(a) 1,00(a) ,30(a)
Desv. tip. 55934 3,78537 5,32742 2,40119 1,95389
Varianza ,313 14,329 28,381 5,766 3,818
Asimetria 1,727 -,435 1,874 ,639 1,081
Error tip. de asimetria , 794 , 794 , 794 , 794 ,845
Curtosis 3,190 -1,240 3,785 -1,083 1,575
Error tip. de curtosis 1,587 1,587 1,587 1,587 1,741
Rango 1,60 9,70 15,00 6,10 5,60
Minimo ,10 ,40 2,90 1,00 ,30
Maximo 1,70 10,10 17,90 7,10 5,90
Suma 3,90 37,60 47,50 23,30 14,90
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Tabla LVIII. Medidas de Tendencia Central, Dispersion y Distribucién para RCCyD.

N Validos
Perdidos
Media
Mediana
Moda
Desv. tip.
Varianza
Asimetria
Error tip. de asimetria
Curtosis
Error tip. de curtosis
Rango
Minimo
Maéaximo
Suma

aMTbasal aMT30
7 7
32 32
3,9029 2,8143
4,6600 2,5700
1,69(a) 1,78(a)
1,84731 ,91700
3,413 ,841
-,002 472
794 794
-1,400 -1,577
1,587 1,587
4,89 2,34
1,69 1,78
6,58 4,12
27,32 19,70

aMT60 aMTg9o

7 7
32 32
1,7414 2,0271
1,9600 2,0800
,19(a) ,35(2)
,02238 1,21882
,851 1,486
-,507 ,616
794 794
,160 1,528
1,587 1,587
2,80 3,88
»19 »35
2,99 4,23
12,19 14,19

aMTi120
7
32
2,2129
1,5500
1,55
1,30931
1,714
977
794
-,360
1,587
3,61
79
4,40
15,49

Tabla LIX. Medidas de Tendencia Central, Dispersion y Distribucion para RCCyD.

N

Media

Mediana

Moda

Desv. tip.

Varianza

Asimetria

Error tip. de asimetria
Curtosis

Error tip. de curtosis
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Vélidos
Perdidos

IGFI
6
33
116,1167
141,4000
6,00(a)
62,00272
3844,338
-1,380
,845
1,453
1,741
169,00
6,00
175,00
696,70

IGFBP3

5

34
2,4200

2,3000
1,00(a)
,98843
977
-,502
913
_9395
2,000
2,50
1,00
3,50
12,10
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3) Grupo C: Déficit de Hormona de Crecimiento.

Tabla LX. Medidas de Tendencia Central, Dispersién y Distribuciéon para DGH.
Sexo Edadcro Edadosea  Tpadre Tmadre Tdiana

N Validos 19 19 19 19 19 19
Perdidos 20 20 20 20 20 20

Media 1,53 10,595 8,434 167,6842 156,0263 161,5395
Mediana 2,00 11,200 9,000 168,0000 157,3000 160,0000
Moda 2 11,2(a) 10,0 168,00(a) 150,00(a) 168,00
Desv. tip. ,513 1,8173 2,2694 6,05349 6,26718 7,57152
Varianza ,263 3,303 5,150 36,645 39,278 57,328
Asimetria -,115 -,602 -,520 ,007 -1,718 -,025
Error tip. de asimetria  ,524 ,524 ,524 ,524 ,524 ,524
Curtosis -2,235 -,743 -,724 -,529 4,407 -,882
Error tip. de curtosis 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014
Rango 1 5,8 8,0 22,50 28,50 27,30
Minimo 1 7,2 4,0 157,50 136,50 147,70
Maximo 2 13,0 12,0 180,00 165,00 175,00
Suma 29 201,3 160,3 3186,00 2964,50 3069,25

Tabla LXI. Medidas de Tendencia Central, Dispersion y Distribucién para DGH.
Peso Pesosds Talla Tallasds Vcto  Vctosds

N Validos 19 19 19 19 19 19
Perdidos 20 20 20 20 20 20
Media 27,80263 -1,0732 127,0579 -2,2163 3,942 -2,1305
Mediana 26,55000 -1,3000 131,0000 -2,2000 4,000 -2,2000
Moda 17,200(a) -2,12(a) 110,10(a) -2,50(a) 4,4 -3,38(a)
Desv. tip. 9,416482  1,00731  9,00940 ,39401 ,5621 ,83344
Varianza 88,670 1,015 81,169 ,155 ,316 ,605
Asimetria 1,455 2,079 -,654 -,869 -,589 ,745
Error tip. de asimetria ,524 ,524 ,524 ,524 ,524 ,524
Curtosis 2,432 5,538 -,804 ,051 ,157 ,648
Error tip. de curtosis 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014
Rango 37,400 4,31 20,60 1,52 2,2 3,36
Minimo 17,200 -2,12 110,10 -3,20 2.6 -3,38
Méximo 54,600 2,19 139,70 -1,68 4,8 -,02
Suma 528,250 -20,39 2414,10 -42,11 74,9 -40,48
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Tabla LXII. Medidas de Tendencia Central, Dispersion y Distribucion para DGH.

N Validos

Perdidos

Media

Mediana

Moda

Desv. tip.

Varianza

Asimetria

Error tip. de asimetria

Curtosis

Error tip. de curtosis

Rango

Minimo

Maéaximo

Suma

GHbasal GH30
18 19
21 20
9444 5,1321
,2000 3,6000
,20 ,01(a)
1,34524 4,46492
1,810 19,935
2,117 ,620
,536 ,524
4,615 -,776
1,038 1,014
5,00 14,19
,10 ,01
5,10 14,20
17,00 97,51

GH60
19
20

4,5737

5,1000
5,10
2,51746
6,338
»404
»524
,462
1,014
10,00
»50
10,50
86,90

GHoo
19
20

3,0158

1,7000

1,10

2,44819

5,994
,740
»524
-,566
1,014
8,20

»30
8,50
57,30

GH120
18
21

1,4072

,6000
,60
2,20222
4,850
2,430
,536
5,181
1,038
7,87
,03
7,90
25,33

Tabla LXIIl. Medidas de Tendencia Central, Dispersiéon y Distribucién para DGH.

N Validos
Perdidos
Media
Mediana
Moda
Desv. tip.
Varianza
Asimetria
Error tip. de asimetria
Curtosis
Error tip. de curtosis
Rango
Minimo
Maéaximo
Suma

aMTbasal aMT30
19 19
20 20
15,7353 3,7463
5,3800 1,9000
2,18(a) ,80(a)
29,71851 5,07347
883,190 25,740
3,450 3,430
»524 »524
12,731 12,018
1,014 1,014
126,42 22,28
2,18 ,80
128,60 23,08
208,97 71,18

aMT60
19
20
1,9847
1,8400
1,80
1,09959
1,209
1,848
»524
5,533
1,014
5,00
»55
5,55
37,71

aMToo
19
20
2,9989
1,9500
72
3,35041
11,225
2,514
»524
5,573
1,014
12,11
)72
12,83
56,98

aMTi20
19
20
19,4711
2,4600
,79(a)
71,19351
5068,516
4,346
»524
18,920
1,014
312,41
79
313,20
369,95
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Tabla LXIV. Medidas de Tendencia Central,
Dispersion y Distribucién para DGH.
IGFI IGFBP3

N Validos 19 16
Perdidos 20 23

Media 117,7579  2,3250
Mediana 120,7000 2,2500
Moda 3,60(a)  1,30(a)
Desv. tip. 71,76534 1,16648
Varianza 5150,264 1,361
Asimetria , 2060 1,892
Error tip. de asimetria ,524 ,564
Curtosis -,995 4,644
Error tip. de curtosis 1,014 1,001
Rango 242,40 4,60
Minimo 3,60 1,20
Maximo 246,00 5,80
Suma 2237,40 37,20

4.3.1.1 Inferencia Estadistica. Analisis Comparativo de Medias ( Anova I).

Una vez obtenidos los valores estadisticos mas elementales que nos definen una
muestra, hemos desarrollado el estudio estadistico con el objetivo de averiguar si existian
diferencias significativas entre los distintos valores medios de las variables objeto de la
hipotesis de trabajo (tasas de hormona de crecimiento y melatonina) del presente proyecto de
investigacion. Debemos considerar que dadas las caracteristicas clinicas de los pacientes
sobre los que estamos desarrollando nuestra labor, el nimero total de la muestra obtenida no
es el deseado, circunstancia que se compensa por la mayor exigencia en el desarrollo de los
distintos tests estadisticos.

La primera aplicacion matematica que establecimos sobre nuestra muestra fue la
comparacion de medias para muestras independientes entre los tres grupos diagnosticos,
para lo que aplicamos una Analisis de la varianza de una via (Anova I). Los resultados
obtenidos fueron los que exponemos en la Tabla LXV ala Tabla LXXVI y graficos 4.18 a
4.26 correspondientes, donde podemos observar que no existen diferencias estadisticamente
significativas practicamente en ninguna de las comparaciones exceptuando las tasas
plasmaticas de hormona de crecimiento (GH), entre los pacientes con BTF y RCC yD, con una
p < 0,02. No obstante representaremos todos los valores obtenidos asi como sus graficas

correspondientes, realizando las consideraciones oportunas en el capitulo correspondiente.

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 122

Tabla LXV. Resultados de la realizacién de ANOVA I, para las variables Hormona de
Crecimiento Basal (GHDb).
ANOVA

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.

Inter-grupos ,788 2 ,3904 ,108 ,821
Intra-grupos 61,627 31 1,988
Total 62,414 33

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gl1 gl2 Sig.
Welch ,462 2 17,513 ,637

Comparaciones miultiples

D 8)) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior
BTF RCCyD ,45667 ,72810 ,806 -1,3353 2,2486
DGH ,14556 ,55609 ,063 -1,2231 1,5142
RCCyD BTF -,45667 ,72810 ,806 -2,2486 1,3353
DGH -,31111 ,66466 ,887 -1,9470 1,3247
DGH BTF -,14556 ,55609 ,063 -1,5142 1,2231
RCCyD ,31111 ,66466 ,887 -1,3247 1,9470

Tabla LXVI. Resultados de la realizacion de ANOVA I, para las variables Hormona de
Crecimiento 30 minutos (GH30).
ANOVA

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.

Inter-grupos 31,040 2 15,520 ,450 ,641
Intra-grupos 1102,700 32 34,459
Total 1133,740 34

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli gl  Sig.

Welch ,260 2 12,575 ,775
Comparaciones multiples
0] @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite
inferior superior

BTF RCCyD 1,87000 3,03136 ,812 -5,5792 09,3102
DGH 2,13789 2,20338  ,624 -3,4978 7,7736

RCCyD BTF -1,87000 3,03136 ,812 -9,3192 5,5792
DGH , 26789 2,74898  ,995 -6,4874 7,0232

DGH BTF -2,13789 220338 ,624 -7,7736 3,4978
RCCyD -,26789 2,74898  ,995 -7,0232 6,4874

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 123

Tabla LXVII. Resultados de la realizacién de ANOVA I, para las variables Hormona de
Crecimiento 60 minutos (GH 60).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica  F Sig.

Inter-grupos 32,465 2 16,232 1,236 ,304
Intra-grupos 420,345 32 13,136
Total 452,810 34

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli  gl2 Sig.
Welch ,855 2 10,217 ,454

Comparaciones multiples

D @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%
Limite Limite
inferior superior
BTF RCCyD -1,18333 1,87160 ,804 -5,7825 3,4159
DGH 1,32632 1,41596 ,621 -2,1532 4,8058
RCCyD BTF 1,18333 1,87160 ,804 -3,4159 5,7825
DGH 2,50965 1,69725 ,314 -1,6611 6,6804
DGH BTF -1,32632 1,41596 ,621 -4,8058 2,1532
RCCyD -2,50965 1,69725 ,314 -6,6804 1,6611

Tabla LXVIII. Resultados de la realizacion de ANOVA I, para las variables Hormona de
Crecimiento 90 minutos (GH 90).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 95,135 2 47,568 4,317 ,022
Intra-grupos 352,615 32 11,019
Total 447,750 34

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli  gl2 Sig.
Welch 2,461 2 11,843 ,128

Comparaciones miltiples

0] @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior
BTF RCCyD 3,45333 1,71419  ,125 -,7591 7,6657
DGH 3,70421(%) 1,29687  ,020 ,5173 6,8911
RCCyD BTF -3,45333 1,71419 125  -7,6657 ,7591
DGH ,25088 1,55451  ,986 -3,5691 4,0709
DGH BTF -3,70421(%) 1,20687  ,020 -6,8911 -,5173
RCCyD -,25088 1,55451 ,986  -4,0709 3,5691
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Tabla LXIX Resultados de la realizacion de ANOVA I, para las variables Hormona de
Crecimiento 120 minutos (GH 120).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Inter-grupos 21,991 2 10,995 2,035 ,148
Intra-grupos 162,082 30 5,403
Total 184,073 32

Pruebas robustas de igualdad de las medias

Estadistico gl1 glo Sig.
(a)
Welch 1,838 2 11,044 ,205

Comparaciones multiples

(D @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnoéstico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior
BTF RCCyD ,40000 1,27311 ,047 -2,7386 3,5386
DGH 1,75278 ,01675 ,153 -,5073 4,0128
RCCyD BTF -,40000 1,27311 ,947 -3,5386 2,7386
DGH 1,35278 1,17503  ,491 -1,5440 4,2495
DGH BTF -1,75278 ,91675 ,153 -4,0128 ,5073
RCCyD -1,35278 1,17503  ,491  -4,2495 1,5440

Tabla LXX. Resultados de la realizaciéon de ANOVA I, para la variable Melatonina
Basal (aMT b).
ANOVA

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Inter-grupos 1304,368 2 652,184 1,350 ,273
Intra-grupos 15947,345 33 483,253
Total 17251,714 35

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli gl2 Sig.
Welch 1,967 2 18,431 ,168

Comparaciones multiples

(D @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior

BTF RCCyD -,89530 11,15680 ,996 -28,2718 26,4812
DGH -12,35890 8,32865 ,311 -32,7957 8,0779

RCCyD BTF ,89530 11,15680 ,996 -26,4812 28,2718
DGH -11,46360 10,29449 ,513 -36,7242 13,7970

DGH BTF 12,35890 8,32865 ,311 -8,0779 32,7957
RCCyD 11,46360 10,29449 ,513 -13,7970 36,7242
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Tabla LXXI. Resultados de la realizacién de ANOVA I, para las variables Melatonina 30
minutos (aMT 30).
ANOVA

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.

Inter-grupos 22,378 2 11,189 ,767  ,473
Intra-grupos 481,462 33 14,590
Total 503,840 35

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli  gl2 Sig.
Welch 1,739 2 18,779 ,203

Comparaciones miultiples

(D @)) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico de medias tipico 95%

(I-J) Limite Limite

inferior superior
BTF RCCyD -,78106 1,93855 ,915 -5,5379 3,9757
DGH -1,76904 1,44714 »449 -5,3200 1,7819
RCCyD BTF ,78106 1,93855 ;915 -3,9757 5,5379
DGH -,98798 1,78872 ,846 -5,3771 3,4012
DGH BTF 1,76904 1,44714 »449 -1,7819 5,3200
RCCyD ,98798 1,78872 ,846 -3,4012 5,3771

Tabla LXXII. Resultados de la realizacién de ANOVA |, para las variables Melatonina
60 minutos (aMT 60).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Inter-grupos ,001 2 ,001 ,001 ,999
Intra-grupos 39,448 33 1,195
Total 39,450 35

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli  gl2 Sig.
Welch ,001 2 16,385 ,999

Comparaciones multiples

48] @))] Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnéstico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior
BTF RCCyD -,00545 ,55489 1,000 -1,3671 1,3561
DGH ,00081 ,41423 1,000 -1,0066 1,0263
RCCyD BTF ,00545 ,55489 1,000 -1,3561 1,3671
DGH ,01526 ,51201 1,000 -1,2411 1,2716
DGH BTF -,00981 ,41423 1,000 -1,0263 1,0066
RCCyD -,01526 ,51201 1,000 -1,2716 1,2411
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Tabla LXXIII. Resultados de la realizacion de ANOVA I, para las variables Melatonina
90 minutos (aMT 90).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.

Inter-grupos 9,080 2 4,540 ,685 511
Intra-grupos 218,659 33 6,626
Total 227,739 35

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gl1 glo Sig.
Welch ,746 2 14,098 ,492

Comparaciones multiples

(D @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior
BTF RCCyD -,00061 1,30641 1,000 -3,2063 3,2051
DGH -1,00622 ,97525 ,562 -3,3993 1,3868
RCCyD BTF ,00061 1,30641 1,000 -3,2051 3,2063
DGH -1,00561 1,20544 ,685 -3,9635 1,9523
DGH BTF 1,00622 ,97525 ,562 -1,3868 3,3993
RCCyD 1,00561 1,20544 ,685 -1,0523 3,9635

Tabla LXXIV. Resultados de la realizacion de ANOVA I, para las variables Melatonina
120 minutos (aMT 120).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.

Inter-grupos 1372,892 2 686,446 ,213  ,809
Intra-grupos 106225,513 33 3218,955
Total 107598,405 35

Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli  gl2 Sig.
Welch ,954 2 17,210 ,405

Comparaciones miltiples

08 @)) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%

Limite Limite

inferior superior

BTF RCCyD 10,98394 28,79453 ,923 -59,6719 81,6398

DGH -6,16378 21,49537 ,956 -58,9090 46,5814

RCCyD BTF -10,98394 28,79453 ,923 -81,6398 59,6719

DGH -17,14772 26,56899 ,796 -82,3426 48,0471

DGH BTF 6,16378 21,49537 ,956 -46,5814 58,9090

RCCyD 17,14772 26,56899 ,796 -48,0471 82,3426
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Tabla LXXV. Resultados de la realizacién de ANOVA I, para las variable IGF-I.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.
Inter-grupos 5812,499 2 2906,250 ,512  ,604
Intra-grupos 175859,530 31 5672,888
Total 181672,030 33
Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gl1 = gl2 Sig.
Welch ,427 2 10,877 ,663
Comparaciones miultiples
(D @) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%
Limite Limite
inferior superior
BTF RCCyD 33,74000 41,25368 ,605 -67,7931 135,2731
DGH 26,76211 29,42553 ,638 -45,6597 99,1839
RCCyD BTF -33,74000 41,25368 ,695 -135,2731 67,7931
DGH -6,97789 37,85608 ,981 -100,1511 86,1953
DGH BTF -26,76211 20,42553 ,638 -99,1839 45,6597
RCCyD 6,97789 37,85698 ,981 -86,1953 100,1511

Tabla LXXVI. Resultados de la realizacion de ANOVA |, para las variable IGFBP3.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F  Sig.
Inter-grupos ,179 2 ,089 ,087 ,017
Intra-grupos 25,660 25 1,026
Total 25,839 27
Pruebas robustas de igualdad de las medias
Estadistico(a) gli gl2  Sig.
Welch ,129 2 17,635 ,881
Comparaciones multiples
(D @)) Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
Diagnostico Diagnostico medias (I-J) tipico 95%
Limite Limite
inferior superior
BTF RCCyD ,05000 ,62040 ,906 -1,4953 1,5953
DGH ,17500 ,43869 ,016 -,9177 1,2677
RCCyD BTF -,05000 ,62040 ,006 -1,5953 1,4953
DGH , 12500 ,56635 ,974 -1,2857 1,5357
DGH BTF -,17500 ,43869 ,916 -1,2677 ,9177
RCCyD -,12500 ,56635 ,974 -1,5357 1,2857
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Expresados en las tablas anteriores los resultados, exponemos a continuaciéon los
graficos correspondientes, en los que podemos observar que si bien es cierto que no hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas con relacion a las variables estudiados,
podemos ver, como existe una tendencia inversa en el tiempo en la evolucion de las tasas
plasméticas de melatonina vs hormona de crecimiento, en el sentido de que conforme
desciende el estimulo hipoglucémico disminuye como era esperado las tasas plasmaticas de
hormona de crecimiento y aumentan las de melatonina, circunstancia que razonaremos en el
capitulo de discusion.

Expresados en las tablas anteriores los resultados, exponemos a continuaciéon los
graficos correspondientes, en los que podemos observar que si bien es cierto que no hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas con relacion a las variables estudiados,
podemos ver, como existe una tendencia inversa en el tiempo en la evoluciéon de las tasas
plasmaticas de melatonina vs hormona de crecimiento, en el sentido de que conforme
desciende el estimulo hipoglucémico disminuye como era esperado las tasas plasmaticas de
hormona de crecimiento y aumentan las de melatonina, circunstancia que razonaremos en el

capitulo de discusion.

Figura 4.18
Media y SD para las concentraciones basales de
GH

L

GH BASAL

HBTF WRCCyD ®DGH

Figura 4.18. Al comparar las concentraciones basales en los tres grupos de estudio
comprobamos como las comparaciones de dichos valores no arrojaron
valores significativos.
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Figura 4.19
Mediay SD para las concentraciones a los 30 minutos
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Figura 4.19. Al comparar las concentraciones de GH a los 30 minutos en los tres
Grupos de estudio pudimos comprobar como las comparaciones entre dichos valores
no arrojaron valores significativos.

Figura 4.20 Mediay SD para las concentraciones de GH
alos go minutos
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Figura 4.20. Al comparar las concentraciones de GH a los 90 minutos
de iniciado el estimulo hipoglucémico, pudimos comprobar diferencias
estadisticamente significativas, entre los pacientes con Baja Talla
Familiar y aquellos con Déficit de Hormona de Crecimiento con un valor
de p < 0,02.
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Figura 4.21 Mediay SD para las eoncentraciones de GH
alos go minutos
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Figura 4.21. Al comparar las concentraciones de GH a los 120 minutos
de iniciado el estimulo hipoglucémico, pudimos comprobar diferencias
estadisticamente significativas, entre los pacientes con Baja Talla Familiar
y aquellos con Déficit de Hormona de Crecimiento con un valor de p < 0,01.
Figura 4.22 Mediay SD para las concentraciones de
Melatonina Basal
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Figura 4.22 Como se aprecia en la figura, existen diferencias aparentes en las concentraciones
de melatonina en los pacientes con Déficit de Hormona de Crecimiento, respecto a los grupos con
Baja Talla Familiar y retraso constitucional del crecimiento y desarrollo, probablemente la
exigencia del test ha hecho que no se ofrezcan valores estadisticamente significativos.
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Figura 4.23 Mediay SD para las concentraciones de
Melatonina alos 30 minutos
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Figura 4.23 En esta ocasién, tampoco encontramos en nuestra muestra elevaciones significativas
de las concentraciones de melatonina entre los tres grupos, aunque podemos observar una tendencia
ascendente en el grupo de pacientes con Déficit de Hormona de Crecimiento.

Figura 4.24 Mediay SD para las concentraciones de
Melatonina alos 60 minutos
3,5
3 - -
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0,5
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Melatonina 60 minutos
HBTF WRCCyD ®DGH

Figura 4.24 No encontramos en nuestra muestra elevaciones significativas de las concentraciones
de melatonina entre los tres grupos, en este momento de extraccion de la muestra tras el estimulo
hipoglucémico.
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Figura 4.25 Mediay SD para las concentraciones de
Melatonina alos 9o minutos
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Figura 4.25 No encontramos elevaciones significativas de las concentraciones de melatonina

entre los tres grupos, en las muestras correspondientes a los 90 minutos, pero si podemos
observar una tendencia ascendente mds evidentes.

Figura 4.26 Mediay SD para las concentraciones de
Melatonina alos 120 minutos
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Figura 4.26 En esta ocasién se puede apreciar una diferencia evidente en la
concentracién de melatonina a los 120 minutos, siendo mayor en los pacientes

con déficit de Hormona de Crecimiento, con p < 0,02.
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A continuaciéon vamos a exponer los datos obtenidos al correlacionar las tasas
plasmaticas de melatonina y hormona de crecimiento, fundamentalmente para el grupo de
pacientes con déficit de hormona de crecimiento. Como hemos podido comprobar
anteriormente existe diferencia entre las tasas plasméaticas de melatonina y hormona de
crecimiento para los tres grupos de estudio, pero con una significacion débil y s6lo para le
caso reflejado en la figura 4.26. Como hemos comentado en la introduccién y més adelante
en la discusion, asi como en trabajos anteriores de nuestro grupo de investigaciéon, podemos
presuponer una relacion inversa, entre tasas plasmaticas de melatonina y de hormona de
crecimiento, circunstancia que pudimos observar de manera fehaciente, al correlacionar

ambas variables, como se aprecia en las figuras que siguen a continuacion.
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Figura 4.27 Cuando hemos estudiado las relaciones existentes

entre las tasas plasmaticas de melatonina y hormona de crecimiento,

en concreto para el grupo de pacientes con déficit de hormona

de crecimiento, obtuvimos una relacién negativa, con r = 0,024,y p = n.s.
Aungque observamos una tendencia claramente negativa.
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4.28. Aligual que ocurria para las variables aMT basal

y GH basal, podemos comprobar que aiin existiendo una relacién
inversa entre ambas variables, debido quizas al niimero de casos,
y exigencias del test, no pudimos establecer valores estadisticamente

significativos.
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Figura 4.29 Al estudiar la correlacion entre las tasas
plasmadticas de melatonina y hormona de crecimiento,
en las muestras extraidas a los 90 minutos tras
estimulacién hipoglucémica no pudimos

constatar una correlacién estadisticamente significativa.
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Figura 4.30 Resultados similares obtuvimos al correlacionar
las tasas plasmaticas de aMT y GH, en las muestras obtenidas

a los 120 minutos, con ausencia de significacion estadistica.
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5.- Discusion
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5.1 Caracterizacion de los receptores hipofisarios.

La liberacién de una hormona por una célula secretora hipofisaria, representa el evento
final de una secuencia iniciada con el reconocimiento de una senal especifica por parte de la
misma célula. La sefial es generalmente de tipo quimico, representada por moléculas
biolégicamente activas (neurohormonas o simplemente hormonas) que, contactando con la

célula hipofisaria, interaccionan con zonas especializadas llamadas receptores.

La union de la hormona con el receptor, “funciéon de reconocimiento”, a su vez, produce
una sefal quimica que es elaborada en el interior de la célula y convertida tras una serie de
eventos quimicos, en el efecto biolégico comun, esto es la liberacién de una hormona. No
obstante debe ser tenido en cuenta que la sefial generada de la interaccion hormona-receptor
no necesariamente finaliza con un evento positivo, siendo incluso la inhibicion de esta
secrecion un proceso activo, que se sefiala también de forma especifica y es regulado con

caracteristicas similares a las de la estimulacion.

Una concepcidén moderna del receptor, debe tener en cuenta la naturaleza bifuncional de
esta entidad. Podremos asi definir al receptor como un componente celular que realiza dos
funciones: la de “reconocimiento” y unir selectivamente una molécula y la de convertir tal
union en una senal elaborable por la célula, estos es “activar” la célula. Las dos funciones
receptoriales son generalmente realizadas por partes o sitios diferentes de la molécula y a
menudo forman parte de las moléculas o subunidades diferentes: sitio o subunidad de

reconocimiento y subunidad efectora.

La transferencia del mensaje de exterior al interior de la célula, requiere que las dos

funciones receptoriales estén “acopladas”.

5.1.1 Consideraciones metodoldgicas.

Las primeras informaciones disponibles sobre la existencia y propiedades de los

receptores hipofisarios han sido obtenidas de modo indirecto, estudiando el efecto de la
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administracion de diversos agentes farmacologicos sobre la secrecion de las hormonas

hipofisarias.

Utilizando esta aproximacién ha sido posible hipotizar la existencia de receptores
dopaminérgicos localizados a nivel de las células lactotropas, dado que, farmacos agonistas
dopaminérgicos provocan la inhibicion de la secrecién de prolactina tanto en el animal de

experimentacion intacto como en la hipofisis anterior “in vitro”.

Mas recientemente, con el desarrollo de método para la preparacion de sustancias
marcadas radioactivamente con alta actividad especifica, ha sido posible estudiar las
interacciones entre hormona y receptor. La metodologia mas empleada es la del “binding”,
que permite medir “in Vitro” la union entre hormona y receptor. Una hormona marcada
isotopicamente (hormona*) o un andlogo suyo (agonista o antagonista) es incubado en
presencia del tejido, en condiciones determinadas de pH, temperatura, fuerza idnica, etc. A
un tiempo establecido, el complejo, hormona*-receptor es separado de la hormona libre
permitiendo asi valorar la cantidad de radioactividad ligada (binding total). Esta comprende
la cuota de hormona que se ha unido “especificamente” al receptor y una cuota de “binding
inespecifico” que representa la unioén de la hormona en sitios no-receptoriales, presentes en
el tejido. Para substraer el componente inespecifico es necesario incubar la hormona
marcada en presencia de un exceso de hormona no marcada que sature los puntos de unién
especificos. La radioactividad ligada en tales condiciones representa “binding inespecificos”
y pueden ser restados del “binding total” para obtener el “bindig especifico”. Este tltimo
representa el componente saturable del “binding”; debe por tanto alcanzar un “plateau” al
aumentar la concentracion de la hormona incubada, cuando todos los receptores presentes
en el tejido estan ocupados por la hormona. Si la separacion entre la hormona ligada y la
hormona libre, ocurre cuando la reaccion ha alcanzado la condicién de equilibrio, es posible
deducir de los resultados obtenidos, tanto la concentracién de receptores presentes en el

tejido como la afinidad, esto es “la fuerza”, con la cual la hormona se une al receptor.

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 139

A tal fin son empleadas representaciones graficas como el analisis de Scatchard en el
cual los resultados son expresados dibujando en un grafico la relacion entre la hormona
ligada (binding especifico) y la hormona libre en funcién de la concentracion de la hormona

unida.

5.1.2 Definiciéon funcional del receptor.

La presencia en un tejido de sitios de union para una hormona, es condiciéon necesaria,
pero no suficiente para demostrar la existencia de receptores dotados de funcién biologica. Se
debe por tanto verificar que a través de la interaccion especifica de la hormona y tales sitios
se produzca una respuesta bioldgica definida. En otras palabras, la afinidad con la que una
hormona se une, debe ser correlacionada con la actividad biolégica de la misma. La presencia
de receptores dopaminérgicos en la hipofisis anterior, que controlan de forma inhibitoria la
secrecion de prolactina en las células lactotropas, ha sido demostrada verificando que la
potencia con la que una serie de firmacos agonistas y antagonistas interfieren con el binding
de la 3H-dihidroergocriptina (agente dopaminérgico), se correlaciona con su capacidad para

influir sobre la secrecion de prolactina.

5.1.3 Naturaleza quimica de los receptores.

La extrema dificultad para aislar y purificar receptores de un cierto grado de
homogeneidad, y en cantidad suficiente para poder realizar un analisis quimico detallado, no
ha permitido hasta el momento clarificar completamente la estructura y organizacion de sus

diversos componentes.

Todos los receptores son susceptibles de degradacion por parte de enzimas proteoliticas,
sugiriendo cada receptor posee un componente proteico importante en la funcion receptorial.
En particular, alteraciones de los fosfolipidos, que son los componentes lipidicos mas
abundantes de las membranas celulares, provocan importantes variaciones en las

propiedades con las que las hormonas interaccionan con sus propios receptores. Los modelos
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mas recientes de estructuras de las membranas atribuyen a los fosfolipidos un papel
fundamental tanto en el mantenimiento de la integridad estructural de la membrana como en

la interaccion con los componentes proteicos que modulan la actividad funcional.

La actividad del receptor hipofisiario a la hormona liberadora de TSH (TRH) es
dependiente de los fosfolipidos de membrana; la digestion de las membranas con cantidades
de fosfolipasa A extremadamente reducidas, fosfolipasa C, o el tratamiento con digitonina
disminuyen notablemente la unién del TRH al receptor. En adicién a los componentes
proteicos y lipidicos, la estructura del receptor puede comprender también carbohidratos. Es
necesario recordar que la mayor parte de los receptores estan constituidos por complejos
oligoméricos en los cuales la interaccion positiva entre las diversas subunidades es necesaria
para la expresion de la funcion del receptor. Este concepto, es particularmente importante
cuando se considera la integridad del receptor solamente en funcién de la union de la
hormona especifica. En el caso de receptores asociados con una actividad enzimatica
(adenilciclasa), es posible de hecho, desacoplar el sitio de reconocimiento del enzima

manteniendo inalterada las propiedades de la unién con la hormona.

5.1.4 Localizacién subcelular.

La localizacion de los receptores en la célula depende de la naturaleza quimica de la
hormona que condiciona la accesibilidad a los sitios de unién. Las hormonas, de hecho,

pueden ser subdivididas en dos clases en funcion de su solubilidad:

a.- Hidrosolubles. La mayor parte de las hormonas son hidrosolubles; esta clase de
hormonas comprenden las hormonas proteicas y las catecolaminas, estas no son capaces de
atravesar la barrera lipidica constituida por la membrana celular y por tanto sus receptores
estan situados en la superficie de la célula. En general, el mecanismo por el cual estas
hormonas activan las células diana requiere la intervenciéon de proteinas que estan presentes
a nivel de la membrana plasméatica. La uniéon de la hormona con el receptor debe ser

convertida en una senal quimica constituida por un “segundo mensajero” (a-AMP, Ca), que
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puede difundir libremente en la célula desempefiar su accién a nivel de diversos

componentes.

B.- Liposolubles. Esta segunda clase de hormonas (yodotironina, esteroides y la 1,25-
OH-vitamina D) penetran ficilmente en la membrana celular e interacciona con diversos
componentes intracelulares. Los receptores para los esteroides y para la vitamina D, son
solubles en el citoplasma; los complejos formados entre hormonas y receptor, tras haber
sufrido transformaciones migran al nticleo donde realizan su funcién en el procesamiento del

RNA, mensajero trascrito.

5.1.5 Receptores de superficie y estructura de membranas plasmaticas.

La membrana plasmaética, que reviste la superficie de la célula, representa una estructura
clave en la regulacion de las interacciones hormona-receptor. Esta, no tiene solamente una
funciéon de soporte para las moléculas receptoriales, sino que condiciona las propiedades

fundamentales del mismo receptor.

Segun el modelo propuesto por Singar y Nicho son, su estructura esta constituida por un
estrato lipidico doble en la cual los componentes méas importantes, fosfolipidos y colesterol,
estan orientados de una forma ordenada, con la extremidad hidrofilica dirigida hacia la
superficie externa e interna de la célula y las cadenas hidrofébicas dirigidas hacia el interior
del estrato doble. Tal estructura, no es rigidamente estatica: las moléculas se mueven
literalmente a lo largo del plano de la membrana a la interna y viceversa. En este “mar
lipidico” mas o menos sumergidas en la membrana, flotan las proteinas, en las cuales “flotan”

los receptores.

Resulta por tanto evidente que, variaciones en la composicion quimica o en el estado
fisico de la membrana puede condicionar en gran medida las propiedades del receptor. En

particular, las interacciones entre las diversas subunidades, necesarias para la expresion de la
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funcion del receptor, pueden ser favorecidas o perjudicadas por una mayor o menor fluidez

de la membrana celular.

La secrecion de una hormona hipofisaria es el producto de la interacciéon continua entre
senales quimicas estimulatorias o inhibitorias que llegan a las células y las moléculas
recpetoriales situadas sobre la célula receptora. La intensidad de la respuesta celular esta
cuantitativamente correlacionada con el ntimero de tales interacciones que, a su vez, es
funcidon de la entidad de las senales que llegan a la célula, de la concentracion de receptores y
de la fuerza con que ocurren las interacciones. Cada uno de estos procesos es regulado con la
finalidad de mantener la homeostasis del organismo. Fluctuaciones de los niveles de las
sustancias endogenas que estimulan o inhiben la secreciéon de las hormonas hipofisarias,
ocurren frecuentemente en el organismo e repuesta a diversos estimulos fisiol6gicos. Por otra
parte la concentraciéon de receptores hipofisarios no es constante, sino que se adapta
dindmicamente a las condiciones ambientales alteradas. En definitiva, las propiedades del
receptor y, en particular, la afinidad de la unién, son altamente sensibles a las variaciones
fisicoquimicas del microambiente con los cuales los receptores estan en estrecho contacto.
Estos conceptos, como posteriormente comentaremos, pueden en parte explicar el porque de
ciertas diferencias en el tipo de respuesta que se encuentra tras un determinado estimulo (a-
agonista), de hecho a nivel de la glandula pineal, es un criterio uniformemente aceptado, la
variabilidad del receptor en el transcurso de las 24 horas del dia, y pueden esperarse
respuestas diferentes ante un determinado estimulo, en funcion de la hora en que este se

produzca.

5.1.6 Regulacion del receptor.

Seguidamente comentaremos las diversas modalidades de regulacion de los receptores.
A) regulacion homologa o autorregulaciéon (la hormona regula su propio receptor). B)

regulacion heterdloga (secundaria a la interaccion de otra hormona con el receptor propio), y
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¢) regulacion inespecifica (debida a modificaciones alostéricas del sitio de uniéon para la

hormona inducido por alteraciones fisicoquimicas del microambiente receptorial)

1.6.1. Regulacion homéloga o autorregulacion.

Se sabe que la exposicion de una célula a concentraciones muy elevadas de un agente
farmacolégico de tipo agonista puede producir una pérdida total o parcial de la respuesta a
ese agente (desensibilizaciéon o taquifilaxis). Por el contrario, el bloqueo prolongado de la
accion agonista induce en la célula un estado de hipersensibilidad al mismo agonista. Estos
son ejemplos de un fenémeno fisiolégico mas general por el cual la sensibilidad de una célula
diana a la estimulaciéon por parte de una hormona esta, con frecuencia, inversamente
correlacionada con los niveles cronicos de la hormona a los que ha sido expuesta. Los
procesos con los que la célula diana regula su sensibilidad, ocurren rapidamente, y el
receptor es uno de los sitios donde mas comtinmente se verifica su regulacion; la disminucion
del ntimero de receptores es una respuesta a las variaciones de las concentraciones de
hormona homoéloga a las que la célula es expuesta, son referidos como “down rwgulation”

mientras que el aumento de receptores se llama “up regulation”.

En general, un aumento cronico de los niveles de hormonas produce una caida en la
concentracion de sus receptores. Este efecto requiere que el agente sea un agonista (la union
al receptor es necesaria, pero no suficiente), y frecuentemente comporta procesos

postreceptoriales.

Cuando las células poseen receptores sobrantes (spare receptors), la maxima respuesta
es producida si s6lo una fracciéon de los receptores total es ocupada, como se verifica en la
mayor parte de los sistemas receptoriales, tal regulacién provee un método ingenioso para la
célula capaz de regular su sensibilidad la hormona especifica: bajando la concentracion de
receptores se desplaza hacia la derecha la curva dosis-respuesta biolégica, mientras que aun

se permite a la célula producir una respuesta maxima si es expuesta a concentraciones muy
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elevadas de la hormona. Si la célula no tuviera “spare receptors”, reduciendo la concentracion

de los propios receptores se disminuiria la respuesta maxima obtenida de la célula.

La variacion del nimero de receptores no es el inico mecanismo de autorregulacion
receptorial: una hormona puede regular la sensibilidad de la propia célula diana, alterando la
afinidad de los propios receptores. En el caso de la insulina, la saturacion progresiva de los
receptores reduce progresivamente la afinidad de estos por la hormona. Esto ocurre por un
aumento de la velocidad de disociacion de la hormona del receptor. Este fenébmeno implica
una interaccién entre sitios receptoriales o cooperatividad, dado que la union de la hormona
reduce la afinidad, se llama cooperatividad negativa. Esta situacion es la contraria de la que
ocurre con la hemoglobina, donde la unién de una molécula de oxigeno aumenta la afinidad

de los sitios de union (cooperatividad positiva).

Las variaciones de afinidad receptorial parecen ser debidas a un fenémeno fisico-
quimico acoplado a la union de la hormona al receptor y ocurre incluso que cuando la célula
ha perdido su integridad o el receptor ha sido extraido de la membrana por solubilizacién con

un detergente.

1.6.2. Regulacioén heterédloga.

Una hormona A puede alterar la respuesta inducida por otra hormona B modificado los
niveles plasmaticos de B (a menudo regulando la secrecion mas que la degradacion) o
alterando la respuesta de las células diana de la hormona B. Uno de los sitios preferentes
sobre los que se muestra tal accion es el receptor; tanto la concentraciéon como la afinidad del
receptor especifico para la hormona B puede ser modulado por la hormona A, actuando a
través de los receptores de la hormona A, sea directamente sobre las células diana para la
hormona B o indirectamente sobre otras células que a su vez influencia la célula diana para la

hormona B.
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En algunos casos las interrelaciones complejas se correlacionan con situaciones
fisiologicas determinadas, como las variaciones sufridas por los receptores hipofisarios en
situaciones de hiperprolactinemia inducidas por el tratamiento con estrégenos o ligado a la
lactancia o durante el ciclo estral. El estradiol, administrado durante 5 dias consecutivos a
ratas ovariectomizadas, provoca una disminuciéon de los receptores dopaminérgicos
hipofisarios. Este efecto puede ser consecuencia de una accién directa de los estrogenos sobre
la adenohipoéfisis o un aumento de la sintesis y liberacion de dopamina (DA) a nivel del
sistema tuberoinfundibular inducida por la administracién de estrogeno (en este caso se
trataria de un fendmeno de desensibilizacion receptorial). El mismo cuadro se obtiene en la
hipofisis anterior de madres lactantes cuando éstas son separadas por un largo periodo (18
horas) de las crias: aumento de la concentracion de DA y disminuciéon de los receptores

dopaminérgicos hipofisarios.

Durante el ciclo estral, concomitantemente a la elevacion de PRL plasmatica, que se
verifica en el proestro, el nimero de receptores dopaminérgicos hipofisarios aumenta
rapidamente para después volver a los niveles normales en el diestro. También en este caso la
alteracion receptorial puede ser una consecuencia de la disminucién de la hormona
homologa DA, que ocurre durante el proestro pero puede ser también inducida de una forma
heter6loga por la progesterona, cuyos niveles plasmaticos aumentan paralelamente a la
marcha de los receptores dopaminérgicos. La accidon de progesterona podria ser indirecta, a
través de un bloqueo de los estrogenos. Ademas en este caso, la interaccion seria a nivel
receptorial, entre los dos sitios de union citoplasmaético, habiendo sido demostrado que el
tratamiento con progesterona reduce “in Vitro” el ntimero de receptores para el estradiol en

el cultivo de células GHj.

1.6.3 Regulaciéon Inespecifica.

La estructura y la funcién del receptor son in fluidas notablemente por el ambiente

fisico-quimico y, particularmente, por las variaciones de temperatura, pH y de la
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composicion idnica. Si bien las alteraciones receptoriales asi producidas pueden en muchos
casos, considerarse efectos inespecificos, no se puede excluir que a veces tengan un
significado fisiologico en términos de regulacion de la funcionalidad receptorial y pueden ser

promovidos por interacciones especificas hormona-receptor.

El aumento de fluidez de la membrana celular, que se verifica tras la activacion del
receptor -adrenérgico en los eritrocitos, es un claro ejemplo de ello. En este sistema, la
interaccion de una hormona con su propio sitio de reconocimiento estimula la mutilacion de

los fosfolipidos de la membrana.

El aumento de la fluidez vuelve mas eficaz el acoplamiento entre sitios de union y
proteinas efectoras (adenilciclasa) aumentando la eficacia por la cual la hormona ligada al
receptor genera la sefial intracelular (c-AMP). Por otra parte, una metilacion aumentada de
los fosfolipidos de la membrana causa un aumento del nimero de receptores adrenérgicos
disponibles, probablemente desenmascarando los receptores preexistentes, pero vueltos

inaccesibles a la hormona por estar inmersos en la membrana celular.

Dado que los receptores estan constituidos por complejos oligoméricos formados por
diversas subunidades que interaccionan entre si, modificaciones de las propiedades de la
uniéon pueden ser transmitidas alostéricamente al sitio de reconocimiento hormonal tras
alteraciones producidas en sitios diferentes. Los guanidin-nucleétidos, en particular el GPT
(guanisintrifosfato) regulan la afinidad de la unién del agonista al receptor dopaminérgico
antehipofisario. Este efecto es probablemente mediado por una variacion de la conformacion
de una proteina GTP dependiente, que acopla el sitio de reconocimiento dopaminérgico a la
enzima adenilciclasa. En el caso del receptor muscarinico, presente en la hipofisis anterior y
probablemente asociado al canal que regula la permeabilidad de las células al Cat*+, la
presencia o ausencia de este i6n altera profundamente la uniéon al receptor. El efecto del
calcio es interpretado como una redistribucién de las diversas subunidades que componen el

receptor muscarinico.
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5.1.7 Sistema de acoplamiento receptorial y activacion celular.

Para que una célula sea capaz de responder a las sehales externas debe poseer
mecanismos para reconocer y traducir la informaciéon que le llega en un lenguaje compresible
para ella. En el caso de los receptores de superficie el proceso de “traduccion” ocurre a nivel
de la membrana celular donde se generan los “segundos mensajeros” como los nucle6tidos
ciclicos (c-AMP o ¢c-GMP) y el calcio. Es posible subdividir los receptores en base al tipo de
segundo mensajero empleado. Una clase actta a través de c-AMP y comprende receptores (3,
2h, 2v, HTs..) que son distintos farmacologicamente de la segunda clase de receptores (a;, 1h,
1v, HT5.,), que actian principalmente a través del calcio. Todos los receptores que usan el
cAMP poseen un mecanismo comun de traduccién en el cual una proteina que une de forma
especifica el GTP (proteina G) funciona como sistema de acoplamiento para transmitir la
informacion del sitio de unién externo al enzima adenilcilasa localizado en la cara

citoplasmatica de la membrana y responsable de la sintesis de cAMP (Fig. 5.1).

Mientras que se han hecho progresos en
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la comprension de los mecanismos
moleculares con los que las hormonas activan
la adenilciclasa, produciendo un aumento de
los niveles intracelulares de cAMP, existen
escasas informaciones sobre el modo por el
cual la activacion receptorial es traducida en
variaciones de las concentraciones

citoplasmaticas de calcio. El problema viene

complicado por el hecho de que estos

receptores son capaces de producir otros segundos mensajeros ademéas del calcio. Por

ejemplo la activacion de estos receptores esta asociada invariablemente a un aumento c-GMP
y a una mayor sintesis de prostaglandina y de sus metabolitos. Otro evento asociado con la

activacion de estos receptores es la hidrolisis del fosfatidil-inositol (PI), un constituyente
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lipidico de las membranas celulares, con formacion de diglicéridos e inositol 1,2 fosfato
ciclico que han sido propuestos como segundos mensajeros. Estos receptores pueden ser
considerados como multifuncionales en tanto que son capaces de generar varias senales
intracelulares (Fig. 5.1). Una pregunta obvia es plantearse si estos receptores
multifuncionales utilizan un mecanismo comun. Esta tltima posibilidad es confirmada por
algunas evidencias experimentales en las que la hidrolisis del PI ha sido implicada como
mecanismo de traducciéon para la elevacion del calcio intracelular para la formaciéon de c-

GMP y para la produccion de prostaglandinas.

Una clasificacion de los receptores basada sobre el tipo de segundo mensajero empleado
(cAMP o calcio) resulta hoy dia reductiva. Existen de hecho, ejemplos de receptores que
utilizan ambos sistemas de transmision celular. Como serda discutido a continuacion,
hormonas activas sobre la secrecion de hormonas hipofisarias provocan alteraciones de las
concentraciones celulares de cAMP y modifican los niveles celulares de calcio. Resta por
clarificar, cuil de estos segundos mensajeros es responsable del efecto biolégico final
(secrecion hormonal), aunque existe la posibilidad que ambos puedan intervenir modulando
selectivamente fases diversas de la compleja secuencia de eventos que llevan a la respuesta
secretoria. Ademas, el calcio podria actuar indirectamente sobre la secrecion regulando el
metabolismo del cAMP. De hecho Brostrom y han descrito la presencia de una forma de

adenilciclasa dependiente del calcio en células tumorales hipofisarias tipo GHs;.

1.7. 1 Receptores asociados al AMP-c.

La mayor parte de los factores peptidicos que regulan la secrecion de las hormonas
hipofisarias activan las propias células diana estimulando la produccién de AMP-c. Una
asociacion con la actividad adenilciclasa se ha demostrado para los receptores de TRH;
LHRH, CRF y VIP. Por otra parte las prostaglandinas son potentes estimuladores de la
acumulacion de cAMP en la hipofisis anterior y paralelamente aumenta la secrecion de

hormona de crecimiento.
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Estas observaciones favorecen la hipotesis de que existe una relacion estrecha entre
secrecion hormonal y variaciones del cAMP. De hecho, es posible inducir la liberacién de
todas las hormonas hipofisarias in Vitro con un analogo del cAMP el dibutiril-cAMP, efecto
que es potenciado al asociar inhibidores de la fosfodiesterasa (enzima que degrada cAMP)
como la aminofilina y la teofilina. La hipotesis formulada ha sido posteriormente confirmada
por el hecho de que algunos factores que inhiben la secrecion de las hormonas hipofisarias
provocan una disminucién de los niveles de cAMP. La dopamina, por ejemplo, que
representa el liberador endégeno de la liberacion de prolactina, inhibe selectivamente la
actividad de la adenilciclasa asociada a la célula lactotropa y antagoniza la secrecion de

prolactina inducida por el dibutiril-cAMP.

La organizacion celular de los receptores que utilizan cAMP como segundo mensajero
(tanto en sentido estimulador con inhibidor) comprende al menos tres subunidades de
distinta naturaleza proteica y forman parte de la membrana celular: el sitio de union
especifico para la hormona, la subunidad reguladora de la adenil-ciclasa (proteina G) que
regula la actividad de la tercera proteina, la subunidad catalitica, esto es, el enzima que
convierte el ATP en c-AMP. Mientras se conocen los mecanismos con los que la
adenilciclasaes activada por las hormonas, se posee escasa informacion sobre los procesos
que modulan la inhibicién de enzima. Si bien recientemente ha sido propuesto que la
inhibicion de la adenilciclasa por una hormona es debida a una aclaraciéon de la reaccion de

inactivacion, mediada por GTP-ASA, con las cuales el enzima se relaciona en el estado basal.

La activacion de la adenilciclasa es puesta en marcha por la uniéon de la hormona al sitio
de reconocimiento y comprende la subunidad reguladora y la catalitica. En el estado basal, el
sitio de reconocimiento no esta ocupado y posee una alta afinidad por la hormona. La
proteina reguladora es inactiva y posee una alta afinidad por la hormona teniendo el sitio de
union por los guanin-nucle6tidos ocupados por el GDP (guanosil-difosfato). La adenilciclasa
estd inactiva y posee una baja afinidad por el substrato ATP (acoplado al magnesio para

formar Mg++-ATP.
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la union de la hormona promueve la disociacion ¢ del GDP de la subunidad regulatoria y
su sustitucion con el GTP. En esta forma la subunidad regulatoria activa el enzima
aumentando su afinidad por el substrato Mg*+-ATP, que asi es convertido rapidamente en
cAMP. La uni6on del ATP a la subunidad regulatoria no so6lo lleva la activacion del<
componente catalitico, sino que pone en marcha el mecanismo de activacion que reporta el
sistema al estado basal: el sitio de reconocimiento es convertido a una forma de baja afinidad
que favorece la disociacion de la hormona y el GTP unido es hidrolizado a GDP por un
enzima GTP-asa asociada a la subunidad regulatoria. Dado que esta ultima es inactiva
cuando el GDP est4 ligado, la conversiéon de Mg++-ATP en cAMP requiere una sustitucion

continua del GDP en GTP.

El proceso de activacidon ocurre dindAmicamente: la matriz fluida de la membrana celular
permite el movimiento lateral de las tres subunidades, y en particular, de la proteina
reguladora que lleva el mensaje de activacion del sitio de reconocimiento a la subunidad

efectora.

Cuando en la misma célula se encuentran mas de un tipo de receptores ligados a la
adenilciclasa, los diversos sitios de unién compiten por un mismo pool de subunidades
regulatorias y cataliticas. En otras palabras, la especificidad de la informacion que llega a la
célula es proporcionada por el sitio de reconocimiento, mientras los otros componentes del
sistema son perfectamente modulares: cualquier receptor capaz de activar la adenilciclasa es

perfectamente compatible con la unidad regulatoria y catalitica de células diversas.

1.7.2 Receptores asociados al calcio.

El calcio posee un papel fundamental en multiples procesos celulares. Este se encuentra
libre en los fluidos extracelulares y en forma unida dentro de la célula. Mas aun, la parte de
calcio activa en los procesos celulares, es aquella presente bajo forma de calcio ionizado libre
(Ca**) en el interior de las células. Tal cuota de calcio libre representa el producto del flujo

del calcio que penetra en la célula desde los espacios extracelulares y de aquel que es
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movilizado internamente de los sitios de almacenamiento celular. El calcio libre acttia como
segundo mensajero intracelular analogamente al cAMP, y media la activacion hormonal de

numerosos procesos biologicos fundamentales.

En la mayor parte de la célula con funcion secretoria (células endocrinas, exocrinas y
células nerviosas) un aumento de las concentraciones intracelulares de calcio libre ha sido
implicado como mecanismo de acoplamiento necesario para traducir un estimulo en un
evento secretorio. Un estimulo secretorio puede elevar el calcio intracelular tanto

promoviendo la entrada de calcio como movilizando el calcio celular.

5.2 Receptores en cerebro y pineal.

5.2.1 Variaciones en ciclos de 24 horas de los receptores adrenérgicos en la glandula

pineal de los mamiferos.

Tanto en la glandula pineal humana como en la glandula pineal de la rata y del hamster
sirio, los aumentos nocturnos de la actividad del NAT y el contenido de melatonina se
regulan principalmente mediante los receptores -adrenérgicos. Mientras que en la rata la
produccion de melatonina puede estimularse con antagonistas adrenérgicos en cualquier
momento de las 24 horas del dia, no ocurre asi en la glandula pineal humana ni en la del
hamster sirio. Durante el dia ni la glandula pineal humana ni la del hadmster sirio son capaces
de aumentar la produccion de melatonina como consecuencia de los antagonistas -
adrenérgicos proporcionados de modo exdgeno. Sin embargo, la glandula pineal del hamster
responde a estos farmacos durante un periodo muy limitado de la noche; tal vez la glandula

pineal humana responda de modo similar.

De esta manera, la glandula pineal del hamster puede ser un modelo mejor que el de la
glandula de la rata a la hora de estudiar los mecanismos moleculares de la fisiologia pineal
humana. De hecho, la experiencia de nuestro grupo, hemos trabajado con dos tests de

funcion pineal, empleando para ello piridoxina y triptéfano, observando que sblo existe
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respuesta pineal cuando ambos elementos se administran al iniciarse la noche (21,00 horas),

y no asi durante las horas de la mafiana.

Tanto los receptores a y 3 adrenérgicos de la rata como en los del hamster se encuentran
en la glandula pineal. En el hamster ambos receptores presentan ritmos de 24 horas, con
valores minimos durante la noche. Los resultados de la glandula pineal de la rata son algo
menos légicos. En algunos estudios los valores mas altos del receptor f-adrenérgico fueron
medios durante la noche, mientras que en otros la densidad maxima del receptor tenia lugar
casi al final de la fase luminosa. Solamente en las ratas hembras ovariectomizadas se ha

documentado una fluctuacién de la densidad del receptor pineal a-adrenérgico.

Existen diferencias entre el control de la produccién de melatonina en la rata y en el
hamster sirio. Mientras que la glandula pineal de la rata aumenta la produccion de
melatonina en respuesta a los antagonistas (-adrenérgicos en cualquier momento de las 24
horas del dia, la glandula pineal del hamster (y posiblemente la humana) s6lo responde a
estos fAirmacos durante un breve intervalo, al final de la fase oscura. Los mecanismos de estas
respuestas diferenciales siguen siendo desconocidos, aunque parece claro que las diferencias
no se refieren a los receptores adrenérgicos del pinealocito pero si a algunos mecanismos
intracelulares fuera del cAMP. Los valores de uniéon de los receptores adrenérgicos en la
médula pineal del hamster son bajos en los momentos de produccién elevada de melatonina
y altos en los momentos de insensibilidad (durante el dia y el principio de la noche). Un
mecanismo circadiano fuera de los receptores adrenérgicos (actividad de la adenil-ciclasa y
fosfodiesterasa, contenido en c-AMP y ¢cGMP, contenido de calcio intracelular, la sintesis de
proteinas y mRNA) probablemente estén implicados en determinar el tiempo, dependiendo

de la sensibilidad de la glandula pineal del hamster a la estimulacion adrenérgica.

5.2.2 Receptores de melatonina en cerebro, retina e hipofisis.

En mamiferos fotoperiodicos como el carnero y el hamster, los cambios estacionales en

la luz del dia (fotoperiodo) regula la funcién reproductiva, peso corporal, color del pelo,
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metabolismo y conducta. Los efectos neuroendocrinos de la aMT que conducen a cambios
reproductivos, se cree ocurren en el sistema nervioso, a través de la activacion de melatonina
situados primariamente a nivel del. Evidencias documentales sugieren que la aMT puede ser
efectiva regulando los ritmos circadianos de los vertebrados. La melatonina afecta el tiempo
necesario para la resincronizacion después de un cambio de fase del ciclo de luz y es efectiva
sincronizando los ritmos circadianos alterados en mamiferos, incluyendo al hombre, estos
efectos de la aMT parecen son debidos a su accién sobre el hipotalamo, consideraciones
deducidas tras observar que lesiones en el SNC de barata, evita los efectos sincronizadores de
la melatonina. Para un mayor conocimiento del papel de la melatonina endégena como
mediador de la respuesta fisioldgica en mamiferos seria necesario desarrollar analogos de la
aMT selectivos y potentes que imiten o neutralicen los efectos de la hormona a nivel de sus

receptores especificos en los tejidos diana.

En base a estudios de “binding”y funcionales, dos receptores de aMT el ML-1y el ML-2,
han sido. Los receptores ML-1 muestran una afinidad en rango picomolar para la 2-yodo-25I-
iodomelatonina, y han sido caracterizados de modo repetido en retina de conejos y pollos
donde inhiben la liberaciéon de dopamina, los receptores ML-1 y ML-. Tienen caracteristicas
farmacoldgicas diferentes, por ejemplo: la N-Acetyl-serotonina y la 6-metoxy-melatonina
muestran la baja afinidad por el ML-1 en la retina del pollo y del conejo, mientras que son
equipolentes respecto de la aMT sobre el ML-2. Los receptores especificos en la eminencia
media —pars tuberalis de la rata, en la pars tuberalis de la oveja y en el hipotdlamo del
hamster jungariam- parecen poseer la misma afinidad picomolar y similares caracteristicas
farmacologicas observadas para el receptor ML-1 en la retina. El ML-1 en la eminencia
media-pars tuberalis del H. jungariam parece estar asociado a una inhibiciéon de la
adenilciclasa y muestra la farmacologia propia del receptor retinal de melatonina usando un
homogeneizado de membranas cerebrales de hamster sirios y jungariam, ponen de

manifiesto un segundo tipo de receptores especificos para melatonina (ML-2) que muestran
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afinidad nanomolar en rango bajo para 2-'25I-iodomelatonina, y ain mas una distribucion

regional concentraciones elevadas en hipotalamo.

En retina de conejos procedentes animales albinos asi como pigmentados, los receptores
de alta afinidad para melatonina han sido localizados primariamente en la capa plexiforme
interna, donde se encuentran las células amadrinas productoras de dopamina, la retina
procedente de ratones albinos muestra una unién especifica de 2-25I-iodomelatonina, tanto
en la capa plexiforme interna, como en las capas segmentarias externas e internas. La union
especifica al 2-125]-iodomelatonina, al epitelio pigmentado retiniano también se ha observado
en varias especies de mamiferos. Ademaés, este trabajo proporciona evidencias de una accion
local de la aMT sintetizada en retina. Los estudios autoradiograficos han identificado una
unioén de alta afinidad para 2-251-iodomelatonina en regiones cerebrales concretas de varias
especies mamiferas. En la rata y en el hamster sirio y siberiano, asi como en dos cepas
distintas de ratones, las areas comunes marcadas con 2-'25I-iodomelatonina incluyen el
hipotalamo (el niicleo supraquiasmatico y nacleo talamico), nticleo paraventricular, asi como
la pars tuberalis de la glandula hipofisaria. En la pars tuberalis, los receptores de melatonina
muestran la farmacologia propia de los receptores ML-1. Los receptores para melatonina en
el nucleo supraquiasmatico y pars tuberalis pueden ser los lugares fisioloégicos donde la aMt
actia regulando y sincronizando los ritmos reproductivos circanuales en animales

fotoperiddicos asi como otros ritmos circadianos y estacionales en los mamiferos.

El descubrimiento de que la aMT es un inhibidor muy potente de la liberaciéon de
dopamina en la retina del conejo “in Vitro”, llevd a hacer la primera caracterizacion
farmacolégica y en profundidad de un receptor funcional para la melatonina en la retina de
los mamiferos. El receptor se activa por concentraciones picomolares de aMT y muestra un
perfil farmacolégico diferente del propio de los receptores presinapticos. De los analogos de
la aMT examinados, el agonista mas potente posee un grupo 5.metoxi- en el carbono 5 del
nucleo indolico y un grupo N-acetil en la misma posicion que en la aMT. La aMT es

aproximadamente mil veces més potente que su precursor biosintético y que su metabolito
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N-acetil-serotonina, mientras que la serotonina no tiene efecto sobre la liberacion de
dopamina. La metabolizacién de la melatonina N-acetil-5-metoxi-kinurenina en el SNC o
hacia 6-Hidroxy-melatonina en el higado da lugar a moléculas que son menos efectivas que la

aMT.

El anélisis posterior de la actividad relacionada con la estructura de los receptores
retinianos presinapticos de aMT, mostré que los analogos de aMT sustituidos en la posicion
del carbono 2, son buenos agonistas. De hecho la 2-yodo-melatonina es ocho veces méas
potente que la melatonina inhibiendo la liberacién de dopamina. La N-acetyl-triptamina que
carece de un grupo 5-metoxy, se ha visto que acttia como un agonista parcial en la retina del
conejo. Anadiendo un grupo 2-bencyl a la N-acetyl-tryptamina, se crea un antagonista
competitivo (el luzindol), el primero descrito para un receptor de aMT en mamiferos. Se
encontr6 que el luzindol, tiene una afinidad relativamente alta y que es un antagonista

selectivo de los receptores presinapticos de aMTen la retina.

Los receptores presinipticos de aMT muestran una especificidad regional sobre la
liberaciéon de dopamina por membranas del estriatum o de los tubérculos olfatorios, en la
medida que no son alterados por melatonina. Aunque las concentraciones micromolares de
aMT se han visto que son capaces de inhibir la liberaciéon de dopamina en la membrana del
hipotadlamo y otras regiones del cerebro de la rata, este efecto no se correlaciona con el
heterorreceptor presinaptico de aMT en retina ni en afinidad ni en farmacologia. Los
receptores de aMT con caracteristicas farmacologicas de los receptores retinianos deben
denominarse como receptores de tipo ML-1 en orden a distinguirlos de otros posibles

receptores de aMT que han sido descritos.

En retina de conejo, la 2-'25I-iodomelatonina se une con una afinidad picomolar a un
receptor de ML-1 de melatonina. En este tejido la afinidad del luzindol para competir con los

receptores de 2-'25I-iodomelatonina, es aproximadamente mil veces menor que la afinidad de
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la aMT. Se deduce que el luzindol sera efectivo antagonizando los efectos de la aMT en vivo

cuando se administre en dosis al menos mil veces mayores que los de la hormona.

Lo estudios en retina de conejos han definido el primer receptor de aMT en los
mamiferos referido como ML-1: 1.- La aMT y sus analogos inhiben de modo reversible y
selectivo la liberacion de dopamina tritiada calcio-dependiente en retina de conejos a muy
bajas concentraciones. 2.- Pequefios cambios estructurales en la molécula de aMT modifican
sustancialmente la potencia de los compuestos para el receptor. Finalmente el efecto
inhibidor de la aMT se antagoniza de modo competitivo por el posible antangonista de los

receptores de aMT: N-acetyl-triptamina y luzindol.

Los trabajos de Dubocovich acerca de la caracterizacion de un receptor de aMT como
mediador de la inhibicion de la liberacién de dopamina en la retina representan la tnica
demostracion concluyente que apoya la evidencia de un receptor para melatonina. Aunque se
evidencia que la melatonina inhibe la liberacion calcio-dependiente de dopamina en
hipotdlamo y que desciende la formacién de c-AMP estimulado por la forskolina en la
eminencia media del hamster (pars tuberalis) y (células procedentes de la pars tuberalis de
ovejas), los criterios farmacolégicos que certifiquen la presencia de un receptor de aMT en

estos tejidos todavia no se han.

En definitiva la caracterizacion farmacologica de los receptores funcionales de aMT ML-
1 en tejido neural de mamiferos, la localizaciéon concreta de receptores de aMT en areas
implicadas en la regulacion de la ritmicidad circadiana y de funciones endocrinas, asi como
el desarrollo de agonistas y antagonistas de aMT selectivos y potentes para estos subtipos de
receptor aportara los medios para aclarar el papel fisiologico de aMT en los mamiferos. La
capacidad de la aMT para sistemas circadianos y regular funciones neuroendocrinas, nos
abre posibilidades para el desarrollo de moléculas relacionadas con la aMT con potencial
terapéutico ttiles en el tratamiento del jet-lag, trabajo nocturno, disturbios en el ciclo suefio-

vigilia, trastornos afectivos estacionales, convulsiones, etc.

Enrique Caro Cruz



Tesis Doctoral 157

5.2.3 Melatonina: metabolitos y SCN.

El papel del nucleo supraquiasmatico (SCN) en el control de la secrecién hormonal
pineal esta firmemente establecido. La luz que llega a la retina, se traduce en un gran
volumen de senales neuronales que corren a través del tracto oOptico, algunas de las
terminales nerviosas terminan en el SCN. Este efecto directo de la luz sobre el SCN junto a la
ritmicidad intrinseca del mismo SCN, da lugar a que la hormona pineal melatonina, sea
producida solamente en el periodo normal de oscuridad nocturna. La pregunta acerca de si el
SCN es por si mismo el 6rgano diana para la accion de la aMT es controvertida. La hipotesis
de que el ntcleo supraquiasmatico o un nucleo que directamente afecte al SCN sean 6rganos
diana para la aMT, se sustenta ademas en evidencias que implican a los metabolitos
especificos de la aMT como mediadores intracelulares de la acciéon de la melatonina. Es un
hecho sorprendente que después de 30 afios de su descubrimiento no haya acuerdo acerca
del lugar de accidon exacto de la hormona, esto es un fiel reflejo de la complejidad de sus
funciones y de la falta de unos métodos bioquimicos apropiados. No obstante, el SCN se
acepta generalmente que es el 6rgano diana para la aMT en contraste con las gonadas. Los
efectos gonadales de la aMT pueden ser todavia de alguna importancia, particularmente
cuando se prueban acciones farmacolégicas de la aMT, dado que pueden ser suficientes altas
concentraciones sanguineas periféricas para inhibir directamente la esteroidegénesis. Dado
que el SCN esta intimamente implicado en el ritmo de produccion de aMT ha sido dificil
disefiar experimentos para investigar las interacciones de aMT-SCN, los experimentos con
extirpacion del ntcleo supraquiasmatico son extremadamente dificiles de interpretar dado
que en ellos se elimina la ritmicidad endégena de la secrecion de aMT. La pregunta continda

siendo si el SCN esta implicado en la mediacién de todas las acciones de la aMT.

En 1979 Bittman y colaboradores llegaron a la conclusion de que el SCN del hamster
sirio, no es necesario en la mediacion de los efectos antigonadotrépicos de la aMT. La
inyeccion de 25 u de aMT una vez al dia durante 7 semanas previno el colapso gonadal en

animales con lesiones del SCN. Animales inyectados 3 veces al dia sin embargo, desarrollaron
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una regresion testicular. La administracion continua de aMT en un implante subcutaneo
retras6 la reactivacion testicular en animales con simulacion de extirpacion del nicleo
supraquiasmético, pero no en aquéllos con lesiones del SCN. Otros trabajos han sido
incapaces de resolver la controversia a pesar del uso de metodologias renovadas. La mayoria
de los autores sefialan que las lesiones del SCN previenen la induccidon de las respuestas
gonadales a dias cortos mediante el aporte de infusiones de aMT durante 10 horas en el
hamster Px. Otros trabajos han desarrollado experimentos que implican al sistema pineal-
aMT en las acciones mediadas por el SCN, lo cual puede ser de vital importancia en animales
sin una implicacion directa del eje reproductivo. Otros encuentran que el ritmo circadiano de
despolarizacion neuronal en el SCN en cultivo fue atenuado mediante breves perfusiones de
aMT 30 minutos, al final del dia. Una extension de estos hallazgos es la fluctuacion del
numero de células del SCN sensible a aMT durante el dia. De nuevo hubo mas células
sensibles a aMT al final del dia que en ningin otro momento del dia. Finalmente, se ha
aportado la evidencia de que la aMT altera la actividad metabdlica del SCN, estos
experimentos junto a la observacion de que la sincronizacion de la actividad circadiana de
correteo por aMT, nos llevan a la hipétesis de que la glandula pineal puede jugar un papel en

la generacion de ritmos circadianos o en su mantenimiento.

Una posible union entre ritmicidad circadiana, aMT y eje gonadal se ha demostrado en
una cepa de hamster jugarian en la que un grupo de individuos no respondieron a las
acciones antigonadales de la aMT. Inyecciones diarias de la aMT tuvieron dos efectos
concomitantes en algunos animales: ocurrié un avance de fase de la actividad del correteo,
que se acompané de un colapso gonadal. Estos animales que no respondieron de modo
reproductor a las inyecciones de aMT fueron incapaces de mantener un ritmo de correteo
normal. Y atin méas, mostraban ritmos de desarrollo libres durante el tiempo en que fueron

tratados.

A la vista de esta observacion, se ha analizado la hipotesis de que inyecciones diarias de

aMT pueden también alterar el ritmo endbégeno de produccion de aMT por interacciéon
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directa con el SCN de la misma manera que la aMt altera la actividad de correteo de los

hamster.

En resumen, Bittman ha aportado una fuerte evidencia a la hipétesis de que la aMT
acttia directamente sobre el SCN o sobre los centros nerviosos que proyectan terminaciones
nerviosas hacia el SCN. La rata es particularmente un buen animal de experimentaciéon para
demostrar este fendémeno dado el intervalo de 2-3 horas desde el inicio de la oscuridad y el
inicio de la produccion de aMT. En animales como el hamster jungarian o el carnero, que
producen aMT, a los pocos minutos del inicio de la oscuridad, un experimento similar al
descrito previamente no habria sido posible. No obstante un fen6meno similar puede ser
todavia operativo, por ejemplo, la administracion diaria de aMT puede provocar un avance de
fase del ritmo de actividad neuronal responsable de la induccion o cese de la actividad
reproductora, pero el efecto inhibidor directo de la luz sobre la funcién del nacleo SCN,
puede prever una sobre exposicion de la potencialmente mas larga duracion del ritmo de

aMT.

5.2.4 Mecanismo de accioén: receptores y/o metabolitos.

El apartado anterior ha expuesto la propuesta de que el SCN pueda estar implicado en la
mediacion de al menos algunas de las acciones de la aMt. Conviene recordar sin embargo,
que la region de la eminencia media/pars tuberalis, al igual que el nticleo supraquiasmatico,
también se ha demostrado capaz de concentrar aMT iodada en estudios de binding con
autoradiografias “in Vitro”. La funcion fisiologica de la pars tuberalis en la estacionalidad y
fisiologia reproductiva no es bien comprendida en la actualidad, pero no debe ser

infraestimada.

Particular interés en este punto es como la aMT ejerce su control fino sobre el eje
reproductivo y otros sistemas bioldgicos. Independientemente de la importancia relativa del
sitio o sitios anatoémicos de accidon de la aMT, la investigacion pineal, s6lo podra progresar

con un amplio conocimiento o comprension de estos mecanismos. Hasta este momento, se ha
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hecho un considerable esfuerzo acerca de la caracterizacion e individualizacién de los

receptores de aMT.

Se ha aceptado como un articulo de fe, que puesto que la aMT se clasifica como una
hormona, al igual que otras hormonas puede actuar por via de un receptor y con la mediaciéon
de un sistema de segundo mensajero alterando los sucesos celulares. Desafortunadamente,
hasta fechas recientes a esta area de investigacion no se le ha dedicado el tiempo necesario.
Estudios iniciales que emplean aMT acetilada y tritiada y posteriormente ligando tritiados
metoxilados, no pudieron reproducir la existencia de receptores para aMT en tejidos
cerebrales o periféricos. La llegada del 251-2-iodomelatonina sin embargo ha proporcionado a
los investigadores un ligando con una actividad altamente especifica que aparentemente
marca proteinas especificas implicadas en el binding de aMT, los estudios de un gran namero
de investigadores han identificado receptores en varias regiones cerebrales y en la retina, los

cuales aparentemente cumplen los criterios para ser considerados como receptores.

Kennaway y colaboradores comenzaron a considerar, ante los resultados que se obtienen
en otras publicaciones, la hipotesis de que la aMT no actuara a través de un receptor, sino
que es metabolizada intracelularmente en sitios dianas especificos y que sus metabolitos
median la acciéon de la aMT. Esta hipdtesis se apoya en una serie de observaciones. En primer
lugar, otras hormonas como testosterona y tiroxina, son metabolizadas en células diana por
enzimas que producen mas componentes activos: dihidrotestosterona y triiodo-tironina.
Segundo, se ha observado que la enzima indoleamina-2, 3-dioxigenasa esta presente en
cerebro de ratas y la oxidacién de aMT hacia N-acetyl-N2-formil-5-metoxi-kynurenamina y
N-acetyl-5-metoxy-kynurenamina. En tercer lugar, se ha indicado que la aMT, la N-acetyl-N-
2-formoyl-5-metoxy-kynurenamina y en menor medida la N-acetyl-5-meotxy-kynuneramina,
aumentan la secrecion de prolactina cuando se inyecta por via intraventricular a ratas. En
cuarto lugar, la AMK desplaza al diazepan tritiado de su lugar de union a nivel del complejo

ionoforo para el cloro-GABA receptor. Finalmente, se ha demostrado que la SAMK es un
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inhibidor de la sintesis de prostaglandina y que es mas potente que la indometacina, aspirina

o melatonina.

La hipotesis examinada anteriormente y la hipotesis de que la aMT actta a través de un
receptor no son mutuamente excluyentes, algunas acciones de la aMT pueden llevarse a cabo
mediante metabolitos y otras mediante receptores, una evaluacion critica de la literatura
sobre receptores, sugiere que algunas observaciones han sido minusvaloradas por sus

autores.

Una observacion respecto a los estudios de receptores de aMT es que los sitios de alta
afinidad, no estan uniformemente distribuidos por todo el cerebro, los principales lugares de
unién estan en el nicleo supraquiasmatico y en la eminencia media/ pars tuberalis, en la
mayoria de los animales maduros estudiados. Esto impone de modo inmediato restricciones
acerca del tipo de investigaciones que pueden ser realizadas para evaluar bioquimicamente
los lugares de uni6n, por igual motivo muchas de las investigaciones hasta la fecha, han
utilizado autorradiografias in vitro de los lugares de union para 25I-2-Iodomelatonina en
membrana de tejido cerebral, esta técnica es adecuada para estudios de localizacién de
lugares de unidn, pero tiene serias deficiencias si es utilizada en ausencia de rigurosos
estudios de union convencionales en preparaciones de células destruidas. En estudios de
unién por autorradiografia in Vitro, no se puede distinguir entre una uniéon a lugares de
receptores especificos o a lugares de acepcion, unién a proteinas de transporte, a proteinas
transportadoras o a enzimas, mas adin es probable que estén poderosamente influidos por
ligandos androgenos dado que un lavado riguroso no se realiza de modo general antes de la

exposicion de radioligandos.

En el caso de los lugares de unién para aMT en cerebro, la evaluacién critica en los
lugares en preparaciones de células trituradas, se ha restringido al global de cerebro de ratas,
hamster, y de cerebro de aves, y a la pars tuberalis de 6vidos. Los estudios en cerebro

completo de ratas y hamster han revelado lugares de union de baja afinidad que poseen o una
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curva de saturacion inusuales o una farmacologia de la uniéon que no se corresponde con la
especificidad conocida de la accion de la aMT. Sobre la base de una afinidad en rango
nanomolar, su perfil farmacolégico y su amplia distribucién, Dubocovich, ha llamado a estos

receptores como ML-2. El papel fisiologico de estos lugares union, no es conocido.

En contraste con la afinidad nanomolar de los lugares de union del 125I-2-
Iodomelatonina a areas cerebrales concretas como el SCN, y pars tuberalis de roedores es
muy alta afinidad tipicamente 20-200 picomolar. En estos lugares concretos s6lo la pars
tuberalis de la oveja ha sido estudiada en detalle y es evidente que la especificidad
farmacologica es consistente con la especificidad aceptada de la accion de la aMT, por
ejemplo la N-acetil-serotonina es menos potente que ala aMT. El analisis de la literatura
sobre los lugares de alta afinidad de union, ha evidenciado algunos hallazgos inusuales y
distorsionantes de la reaccion de union. A diferencia de la baja afinidad de los lugares de
unién que tienen unas tasas de asociacion y disociacion rapida, en los sitios de alta afinidad
se encuentra con frecuencia una cinética aberrante, los experimentos de disociacion en los
que excesos masivos de ligandos no marcados se afaden a las incubaciones en equilibrio, han
demostrado a menudo que el radioligando no es completamente desplazado. Méas atin, la tasa
de disociacion resultdé a menudo tan baja que los calculos de la constante de afinidad usando
el ratio entre la tasa de disociacion y la tasa de asociacién, condujo a afinidades
significativamente mayores que las calculadas tanto por saturacion como por métodos de
desplazamiento. La uniéon del 25I-2-Iodomelatonina, es también muy dependiente de la
temperatura (mayores afinidades a temperaturas elevadas) y la constante de afinidad
calculada para el cerebro de pollo fue dependiente de la temperatura de incubacion. Estas
observaciones de la literatura han sido conformadas usando membranas de cerebro de pollo

lavadas.

Una evaluacion de la literatura permite afirmar que en algunos tejidos el binding de 251-
2-Iodomelatonina a preparaciones de membrana puede no representar una unioén a receptor.

La evaluacion de algunos estudios autoradiograficos “in vitro” utilizando el ligando iodinado,
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nos lleva a la misma conclusion. Por ejemplo, es una observacion comuan y ventajosa que el
analisis autoradiografico in Vitro de la union de alta afinidad para aMT s favorecido por la
estabilidad de la unién durante el lavado prolongado de membranas. De modo claro, este es
un ejemplo de irreversibilidad o de un binding so6lo parcialmente reversible a las
preparaciones de tejido, una proposicion mas directamente apoyada por los experimentos
actuales de tasas de disociacion. Posterior evidencia de caracteristicas de uniéon inusuales
usando el procedimiento autoradiografico, Weaver y colaboradores mostraron isotermas de
saturacion y plot scatcahard de 25I-2-Iodomelatonina a SCN y PVN. Los plot scatchard de sus
datos mezclados claramente exhiben una curvatura descendente en cinco de seis casos, se ha

resumido recientemente sus posibles “downard curved scatchard plot’:

(i) Ligamentos marcados impuros.

(ii) Un efecto del microambiente de la membrana.
(iii) Binding irreversibles o internalizacion.

(iv) Degradacion del ligando.

(v)  Degradacion de los lugares de union.

(vi) Condiciones de binding no equilibradas.

A la vista de las consideraciones anteriores proponemos una serie de comentarios

alternativos del binding de aMT:

1 El binding a membrana de los ligandos de aMT, puede indicar la existencia de un
transporte dependiente de energia (sistema de captacion para la aMT). Tal sistema podria
explicar la dependencia de la temperatura de binding y la observacién de que las tasas de
asociacion son mas rapidas que las de disociacién. Una vez dentro de la célula una enzima
similar a la indoleamina-2-3-dioxigenasa puede metabolizar la aMT hacia metabolitos

kinurenaminas bioactivos.

2 Los ligandos de aMT, pueden unirse a una forma de indoleamina 2-3 dioxigenasa

acoplada a la membrana que metaboliza la aMT. Las diferencias de comportamiento entre los
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radioligandos indinados y tritiados puede explicarse por el hecho de que el atomo de yodo
esta presente en el lugar de la rotura por mecanismos oxidativos de la molécula. La
metabolizacion puede no ocurrir en incubaciones homogeneizadas o en preparaciones para
autoradiografias in Vitro puesto que importantes cofactores y sustratos presumiblemente han

sido lavados.

3 Un lugar de unién aceptora fisiologicamente irrelevante estd presenta en algunos
tejidos y bajo ciertas condiciones, una reaccion quimica entre 25I-2-aMT y la proteina. Como

resultado la proteina de union puede ser indinada.

4 Un binding fisiologicamente relevante esta presente en algunos tejidos y una vez
ocupado por aMT, se precipitan una serie de sucesos bioquimicos. Las dos alternativas que

claramente no son mutuamente excluyentes implican:

a) El binding de aMT a un receptor unido a la membrana y/o por alteracion de la sintesis

proteica, via interaccion con el genoma o alterando un canal i6nico.

b) La aMT captada por la célula y metabolizada por la IDO y por la formidasa para
producir N-acetil-5-metoxi-kynurenina (AMK), este componente puede entonces actuar
directamente sobre los canales idnicos, sobre la sintesis de PG o el genoma. Alternativamente

puede tener su propio sistema receptor citosolico.

Mientras hay razones para ser optimista de que estamos cerca de un punto de inflexion
fundamental en la determinaciéon de cémo la aMT altera la actividad productiva, todavia hay
bastantes y sorprendentes preguntas que tiene que ser respondidas. Por ejemplo, nosotros
hemos aclarado la conflictiva evidencia acerca de la implicacion del SCN en la accion de la
aMT. También hemos discutido brevemente algunos de los anémalos resultados obtenidos en
estudios de union que no estan de acuerdo con las interacciones ligando/receptor

convencionales. Nuestra propuesta de que la célula diana para aMT metaboliza la aMT para
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producir metabolitos activos intracelularmente, ha surgido de nuestra propia investigacion y

de una apreciacion de las anomalias que han aparecido en la literatura en el curso del tiempo.

5.2.5 Melatonina: lugares y mecanismo de accion.

La melatonina ejerce una gran variedad de acciones sobre diversos 6rganos tanto dentro
como fuera del sistema nervioso central, entre los que se incluyen: hipotdlamo, cerebro
medio, hipofisis, nervios periféricos, gbnadas y la propia glandula pineal. Los efectos directos
méas conocidos en la actualidad corresponden a los relacionados con la actividad
hipotaladmica, y parecen adquirir cada vez mas importancia los efectos que podria ejercer
sobre la propia pineal modulando los receptores hormonales, y por tanto, las sefiales que

provienen del medio interno.

El tratamiento con melatonina modifica diversos indicadores de la funcién hipotalamica,
que comprenden las tasas de recambio de diferentes neurotransmisores como son la
serotonina, dopamina y el &cido gamma aminobutirico (GABA). Parece que el efecto principal
irla mediado por los cambios en serotonina, pero también modifica la secrecion y el
contenido hipotalamico de LHRH y la sintesis proteica, en particular de la tubulina, que es la
subunidad proteica del sistema microtubular neuronal, afectando por tanto a la conducciéon

del impulso nervioso.

Un aspecto interesante del mecanismo de accién de la melatonina es su similitud
estructural con la indometacina, agente antiinflamatorio que inhibe la sintesis de
prostaglandinas. Esta semejanza llevo a plantear que la melatonina inhibiese la sintesis de las
prostaglandinas en sus organos efectores, lo que se ha comprobado mediante estudios “in
vitro” a nivel del hipotdlamo medio basal y del atero. La inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas tanto por inyeccion de indometacina como de melatonina provoca un cuadro
neuroendocrino semejante: ambos inhiben la liberacién de LH inducida por estroégenos, la
elevacion postcastracion de LH y el ritmo pulsétil de liberacién de LH en ratas castradas. Por

diversos estudios se ha llegado a la conclusion de que estos efectos son neurales y no
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hipofisarios. Parece probable que la inhibiciéon de la sintesis de prostaglandinas por la
melatonina en sus sitios efectores, desempeifie un papel importante en su mecanismo de

accion hormonal.

La existencia de receptores para melatonina en la propia glandula pineal, desempefia un
papel importante de la regulacién de dicha glandula. La glandula pineal presenta oscilaciones
diarias en su sensibilidad a la administracion de melatonina exo6gena. Estas oscilaciones
parecen depender del namero de receptores disponibles en cada momento, que a su vez estan
regulados por los niveles de melatonina circulantes. Es posible que la presencia de
concentraciones elevadas de la hormona durante la noche, produzca hacia el final de la fase
oscura una desensibilizacion de los receptores, que se exterioriza por la refractariedad a la
hormona exoégena, mientras que los bajos niveles circulantes de melatonina que se
encuentran durante el periodo de luz, permite el restablecimiento paulatino de dichos
receptores y, por tanto, de su sensibilidad a la administraciéon exégena de la hormona. La
repercusion de este fenomeno se ha relacionado fundamentalmente con la funcion

reproductora.

Este hecho, que ha sido demostrado experimentalmente, permite la elaboracién de una
hipétesis capaz de explicar el mecanismo por el cual la glandula pineal regula, en las especies
con reproduccion estacional, la época del afio mas adecuada para el apareamiento y para el
subsiguiente nacimiento de sus crias mas idoneo para la supervivencia. La superposicion del
periodo de maxima sensibilidad a la melatonina con la existencia de niveles elevados de ésta
durante los fotoperiodos cortos, que se dan el invierno, producen quiescencia gonadal,
mientras que el alargamiento progresivo de los dias produce el efecto opuesto, es decir,

reduccion de la hormona y, por tanto, abolicion del efecto antigonadotropico.

Ademas, recientemente se ha descrito que la melatonina es el mas potente agente
antioxidante, capaz de proteger la integridad de las células y organelas al “barrer” los mas

peligrosos radicales libres originados por el metabolismo aerébico de las células, puesto que
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su liposolubilidad le permite llegar a cualquier parte de la célula. Esta capacidad de la
melatonina no se ejerceria por su uniéon a receptor alguno. Considerando esta funcion
primordial de la aMT, resulta evidente que la gldndula pineal debe ser considerada un
importante 6rgano de secrecion interna en todos los vertebrados, no sblo en aquellos de

reproduccion estacional.

5.3 Melatonina y hormona de crecimiento. Vias de interconexiéon y su

traduccion en la fisiologia neuroendocrina del sistema hipotalamo-hipofisario.

Como ya referiamos en la introducciéon es Smythe y Lazarus (111), (112), (113), en el afio
1974, publicaron varios articulos en los que establecieron por vez primera la relacion entre
hormona de crecimiento (GH) y melatonina (aMT) (11. El objetivo era conocer la
neurorregulacion de la secrecion de la GH y se realizaron las primeras investigaciones en
ratas y posteriormente en, observaron en adultos, como la administracion de 1 de melatonina
originaba un aumento en la secrecion de GH. En otros de los trabajos que mencionamos y de
forma contradictoria, observaron, que la administracién de un gramo de melatonina, via oral,
previo a la realizaciéon de la prueba de estimulo de GH mediante la hipoglucemia insulinica
originaba una disminucién en el pico secretorio de GH, y que esta misma respuesta se
observaba al administrar ciproheptadina. Ambas sustancias tiene en comuin que son
antagonistas serotoninérgicos, concluyendo que de alguna forma, el bloqueo de los
receptores para la serotonina podrian ejercer una accion inhibitoria la secrecion de GH, no
pudiéndose afirmar que las sustancias similares a la serotonina tuvieran una acci6n
estimulante de la secrecion de GH. Nosotros, hemos utilizado muchos afnos después un
modelo similar para poder establecer la relacién entre melatonina y hormona de crecimiento
en nifnos. Igualmente como hemos podido ver al elaborar nuestros resultados, observamos
igualmente una correlacion inversa entre pico secretoria de GH y aMT, circunstancia puesta

de manifiesto en las figuras 4.18 a 4.26.
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En este mismo sentido, el estudio de la relacién entre hormona de crecimiento y
melatonina ha sido constante en las tltimas dos décadas. Se ha descrito en voluntarios sanos,
cémo la administracion previa de melatonina oral originaba una disminucién en la secrecién
de hormona de crecimiento (265), Gupta, demostré6 como la estimulacion de hormona de
crecimiento inducida tras la administracion de GHRH, era inhibida en ratas, tanto adultas
como en crias, postulando que la relacion de la melatonina con hormona de crecimiento, se
producia a nivel hipotalamico, actuando la melatonina sobre la somatostatina (266). Lisoni y
colaboradores, en su objetivo de estudiar la relacion entre melatonina y pubertad, observa
que existen cambios significativos entre sujetos preptberes y ptberes en lo que se refiere a la
relacién entre melatonina, y prolactina, FSH, LH y hormona de crecimiento. Observaron que
existia una relacion proporcional entre prolactina y melatonina al comparar nifos
prepuberes y puberes, siendo mayor en estos ultimos, por el contrario la relaciéon entre
melatonina y hormona de crecimiento, fue de caracter inverso, observando disminucion de
esta ultima tras la administracion de melatonina via parenteral (267). Posteriores a estos
trabajos, se encuentran los referidos ya en la introducciéon de este proyecto, de Valcavi y
Diéguez, en los que encontraron datos contrarios a los descritos anteriormente, en el sentido
de un incremento de las concentraciones plasmaticas de hormona de crecimiento, tras
administrar melatonina oral a voluntarios sanos (115), (116). Bien es cierto que estos trabajos
no existia ninguna prueba de estimulo, que influenciara sobre la liberacion de hormona de
crecimiento, e igualmente se realizo el estudio en individuos sanos, en consecuencia son
circunstancias diferenciadoras a nuestro ensayo y que puedan condicionar la diferencia de

resultados.

A nivel experimental, si existen estudios y trabajos que establecen relaciones entre
melatonina y hormona de crecimiento, os cuales estan realizados en distintos modelos
experimentales y bajo distintas condiciones, y nos referimos a modelos tanto fisiologicos,
como el sometimiento de estos animales de experimentacion a diversos factores de estimulo,

inhibicién o estrés. Logicamente, los resultados obtenidos de estos trabajos de investigacion,
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aunque ciertamente interesantes, no podemos en ningiin momento extrapolarlos al modelo
humano, y en consecuencia, exceptuando su interés cientifico, poder obtener conclusiones
y/o comparaciones validas y aplicables al modelo experimental humano. De la misma
manera, hemos de referir que los trabajos realizados en el ser humano, han sido en la gran
mayoria de ocasiones, ejecutados en muestras poblacionales con escaso numero de
participantes, y generalmente adultos voluntarios sanos. Esto quiere decir que en la
poblacion infantil han sido escasos, por motivos fundamentalmente deontologicos, los
trabajos publicados intentado establecer las relaciones entre ambas hormonas, melatonina y
hormona de crecimiento, en el nino, siendo quizas, nuestro grupo de investigaciéon uno de los
que con mayor fortuna hemos podido aportar datos en este sentido, como lo demuestra el

hecho de otros proyectos de tesis doctoral, en esta misma linea.

Pues bien, tras delimitar el marco conceptual en el cual nos movemos, podemos
comentar algunos de las publicaciones que mas se asemejan al proyecto de investigacion que
presentamos. Strassman y colaboradores, pudieron demostrar que en distintas condiciones
ambientales de suefio (deprivacion, presencia de luz, o estimulo farmacolégico), la
administracion de melatonina, no ejercia un efecto modulador sobre la secreciéon de dos
hormonas, de clara secrecion durante el suefio, como son la hormona de crecimiento y la
prolactina. Otra circunstancia de estrés que puede modificar la relacion entre las hormonas
objeto de nuestro estudio son lo estados afectivos alterados. Uno de ellos, la depresion en
niios y jovenes, estda cada vez siendo mas estudiada desde una vision
neuroinmunoendocrinoldgica, con resultados distintos segin los modelos experimentales. De
todos es conocida la accidon que el estrés ejerce sobre el eje hipofiso-adrenal, siendo el
aumento en la secrecion de corticoides uno de sus efectos mas estudiados. Igualmente existe
relacion entre la secrecion de melatonina y hormona de crecimiento. En este sentido nuestro
grupo ya ha publicado varios trabajos en los que demuestra como situaciones de estrés, sobre

todo estrés cronico, como ocurre en circunstancias semejantes a trastornos afectivos como la
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depresion, se acompana de alteraciones significativas en la secrecion de melatonina y

hormonas relacionadas (269), (270).

Pero siguiendo con el tema que nos ocupa, hemos de referir los hallazgos obtenidos por
otros autores, en modelos humanos y relacionando las hormonas y secreciones hormonales
objeto de nuestro proyecto. Lissoni y colaboradores, estudiaron las caracteristicas de la
actividad pineal en pacientes con tumores hipofisarios, analizando fundamentalmente la
secrecion circadiana de tres hormonas: melatonina, prolactina y hormona de crecimiento.
Observaron como resultados de interés, una alteraciéon clara en el ritmo circadiano de
melatonina, con niveles séricos aumentados durante la fase de luz y descendidos durante la
fase de oscuridad, claramente contrarios a la ritmicidad fisiol6gica. Cuando administraron a
estos pacientes melatonina, no observaron alteraciéon alguna sobre la secrecion tanto de
prolactina como de hormona de crecimiento. De los pacientes estudiados 11 padecian
acromegalia, lo cual de alguna manera nos hace pensar que la relacion inversa que mantienen
ambas hormonas, melatonina y hormona de crecimiento, como se ha demostrado tanto en
nuestro proyecto como en otras publicaciones ya comentados anteriormente, puede

mantenerse incluso en situaciones de hipersecreciéon de hormona de crecimiento, (271).

Kostoglou y colaboradores, han publicado dos estudios, muy interesantes, con la
finalidad de incrementar el conocimiento sobre las interrelaciones de glandula hipofisaria y
epifisis. En uno de sus disefios experimentales estudiaron a 10 adultos, voluntarios, sanos,
con edades comprendidas entre los 21 y 33 afios a los que tras la administracién oral de
melatonina y placebo, se estudia el ritmo circadiano durante las 24 horas observando que
existia un adelanto en los picos secretorios de prolactina y cortisol, y no se modificaba el de
hormona de crecimiento (272). En este mismo sentido, estudiaron el perfil secretorio de
varias hormonas, entre ellas melatonina y hormona de crecimiento, en mujeres sanas
sometidas a luz brillante entre las 20,00 y 02,00 horas, y en una segunda fase sin este
estimulo luminoso, observaron que la hormona de crecimiento disminuye su secreci6on

durante la fase de exposicion a la luz, y que posteriormente en la fase seguida de oscuridad
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hubo una respuesta en forma de hipersecrecion de GH. La melatonina, s6lo sufri6 un retraso
en la aparicion de su pico secretorio de dos horas. Podemos suponer que la fase de
hipersecrecion de hormona de crecimiento podria coincidir con la fase de descenso en la
secrecion de melatonina. Hecho que no especifica claramente este trabajo. No se puede
concluir que bajo estas condiciones un retraso en la apariciéon del pico de producciéon de

melatonina se acompaiie de un aumento en la secrecion de hormona de crecimiento (273).

Como hemos observado a lo largo de este proyecto tanto en la introduccién como en la
discusion, los efectos e interrelaciones entre epifisis e hipofisis, y méas concretamente entre
melatonina y hormona de crecimiento, son de cierta complejidad. Como venimos observando
la existencia de resultados en las distintas investigaciones realizadas son a todas luces
contradictorios. Creemos que esta situacion tiene una circunstancia o denominador coman
que puede explicarla, y es, la compleja neurorregulaciéon tanto de la produccion de
melatonina como de hormona de crecimiento. Prueba de ello son los resultados obtenidos
por Forsling y colaboradores, al estudiar el efecto que la administracion exogena de
melatonina a distintas dosis ejercia sobre la produccion de occitocina, prolactina y hormona
de crecimiento. A diferencia de otros trabajos comentados anteriormente observdé un
incremento significativo en la secrecion de melatonina, cuando se administraron estos

sujetos dosis tanto de 0,5 como de 5 mg de melatonina (274).

Hasta ahora hemos comentado los trabajos mas interesantes que creemos podemos de
laguna manera comparar con el proyecto que desarrollamos, quizas no en la metodologia,
pues podemos observar es amplia pero si en el objetivo final. Sin perjuicio de lo anterior y
con la idea de centrar atin mas la discusiéon hemos realizado una ultima revision bibliografica
especificando y siendo més exigentes en nuestros criterios de bisqueda, asi al introducir la
palabra “child” unida a la de “melatonin”y “growth hormone”, pudimos comprobar, que sin
limitaciéon de tiempo, sdlo aparecen 18 articulos publicados, de los cuales 3 pertenecen a
publicaciones de nuestro grupo de investigacion referenciadas ampliamente a lo largo de este

proyecto, y siendo la primera referencia en 1969, considerando que la palabra “child”, podria
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aparecer en cualquier parrafo del articulo. No obstante, se ha publicado en marzo de 2007,
un articulo ciertamente interesante de Karasek y colaboradores en Journal Pineal Research.
Estoas autores, han estudiado en 22 ninos (20 nifios y 2 nihas), con edades medias
comprendidas entre 11 y 16 anos, el ritmo circadiano de melatonina y hormona de
crecimiento durante 24 horas. Igualmente han dividido en dos grupos la muestra
poblacional, uno constituido por 11 nifios, con baja talla idiomatica y otro con el mismo
numero de ninos con déficit de hormona de crecimiento. Como resultados mas interesantes,
han observado que en las horas de la noche de maxima secrecién de melatonina, que ocurrian
entre las 02 y 04 horas, como no podia ser de otra manera, la secrecién de melatonina era
mayor en el grupo de pacientes con déficit de hormona de crecimiento que en el grupo de
pacientes con baja talla idiopatica. De alguna manera y aunque metodolégicamente los
resultados obtenidos por nosotros presentan este sesgo en la comparacion, podemos decir
que el hallazgo de esta autor, corrobora los hallazgos expresados en nuestros resultados, de
manera que incluso bajo situaciones no fisiologicas como ocurre en las pruebas de estimulo
de GH en el diagnostico del déficit de esta hormona podemos comprobar una relacion inversa
entre las concentraciones plasmaticas de melatonina y hormona de crecimiento, como se
pueden apreciar en nuestros resultados. Resultados que se apreciaron igualmente al
correlacionar ambos parametros. También hemos podido observar cémo las concentraciones
plasmaticas de melatonina eran mayores para el grupo de pacientes con déficit de hormona
de crecimiento, para todas las muestras de melatonina, exceptuando para las tasas de
melatonina a los 60 minutos, como podemos observar en las figuras 4.22, 4.23, 4.25 y 4.26.
Para el grupo de pacientes con baja talla familiar, podemos observar una menor

concentracion de melatonina.
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6.- Conclusiones
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1.

Tras el analisis de los resultados obtenidos en la presente experiencia, podemos
establecer la existencia de una interrelacion entre epifisis e hipofisis, expresada en
los productos hormonales secretados, para la epifisis la melatonina y para la
hipofisis, en el presente trabajo, la hormona de crecimiento. Interrelacion, que
confirma los hechos publicados previamente por otros autores.

La realizacion del test de estimulo de hormona de crecimiento mediante la
hipoglucemia insulinica en pacientes con déficit de crecimiento, se acompana de
cambios en la concentracion plasmatica de melatonina.

Los resultados obtenidos en relacion a las tasas plasmaticas de melatonina para el
grupo de nifios estudiados en el presente proyecto de investigacion, nos hacen
deducir que el estimulo positivo que la hipoglucemia insulinica ejerce sobre la
secrecion de hormona de crecimiento, se transforma en un estimulo inhibitorio
sobre la secrecidon de melatonina para los nifios de nuestro estudio diagnosticados
de Baja Talla Familiar y Retraso Constitucional del Crecimiento y Desarrollo.

Por otra parte en los pacientes con déficit de Hormona de Crecimiento en los que
la secrecion de dicha hormona es claramente deficitaria tras el estimulo
hipoglucémico, se acompana de un aumento en la produccién de melatonina.
Cabria pensar en la existencia de una relacion inversa entre ambas hormonas para
estos pacientes, de tal forma que la hormona de crecimiento intervendria en la
regulacion de la secrecion de melatonina fundamentalmente inhibiendo su
produccion. Esta circunstancia que se podria esperar en estimulos unicos y
agudos como son los tests de estimulos, pero no en situaciones mas fisiolégicas,
como ocurre durante el periodo de suefio nocturno, en el cual se produce un
aumento circadiano en la secrecién de ambas hormonas.

La conclusion anterior nos llevaria, finalmente, a deducir, que para conocer en
profundidad cual es la interrelacion entre hormona de crecimiento y melatonina,
serilan necesarios estudios realizados durante la noche, situacién

cronobiolégicamente mas fisioldgica, en la producciéon de ambas hormonas.
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