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INSULIN-LIKE GROWTH FACTORS
AND THEIR BINDING PROTEINS

Insulin-like growth factors (IGFs) are
peptides which are structurally related to
insulin and which stimulate growth,
enhance the action of insulin, and regulate
cell proliferation. Although IGF expression
is ubiquitous, most circulating IGF is
produced in the liver. One of the main
functions of circulating IGF-l is to exercise
inhibitory feedback on growth hormone
(GH) secretion, in both the pituitary gland
and hypothalamus. In plasma and
biological fluids, IGFs mainly circulate
together with insulin-like growth factor
binding proteins (IGFBPs), which modulate
their half-life and interaction with the
receptor and possibly exert direct actions
on cell proliferation. These proteins,
together with IGFs and their receptors, are
currently included under the term IGF
system, which is of great importance in the
growth and differentiation of both normal
and malignant cells. Determination of the
distinct components of the IGF system is
highly useful in the diagnosis and
monitoring of treatment in patients with
alterations in the IGF-GH axis. The present
article reviews the preanalytical and
laboratory features that should be known
for correct interpretation of results.
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Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF, de insulin-like
growth factors) son unos péptidos estructuralmente relacionados con la
insulina, que tienen accion estimuladora del crecimiento, potencian la
accion de la insulina y regulan la proliferacion celular. Aunque la
expresion de IGF es ubicua, la mayor parte del IGF circulante es de origen
hepatico. Parece ser que una de las principales funciones del IGF-I
circulante es el retrocontrol inhibitorio de la secrecion de somatotropina,
tanto hipofisaria como hipotaldmica. En el plasma y en los fluidos
bioldgicos, las IGF circulan unidas en su mayor parte a proteinas
transportadoras de alta afinidad, las insulin-like growth factor binding
proteins (IGFBP) que modulan su vida media, su interaccion con el
receptor y posiblemente desempefnen acciones directas en la
proliferacion celular. A estas proteinas, junto a los propios IGF y sus
receptores, se les engloba actualmente en el llamado sistema IGF, que
tiene una gran trascendencia en el crecimiento y la diferenciacion de
células normales y malignas. La determinacion de los diferentes
componentes del sistema IGF tiene gran utilidad en el diagnéstico y la
monitorizacion del tratamiento en pacientes con alteraciones del eje
GH-IGF. En este articulo se revisaran los aspectos preanaliticos y
analiticos que deben conocerse para la correcta interpretacion de los
resultados.

Palabras clave: Factores de crecimiento similares a la insulina. IGF-1. IGF-II.
Proteinas enlazantes de los factores de crecimiento similares a la insulina. IGFBP-3.
Subunidad acidoldbil. Métodos de laboratorio. Condiciones preanaliticas.

INTRODUCCION

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF, de insu-
lin-like growth factors) son péptidos con una masa molecular de
alrededor de 7,5 kDa que tienen una estructura homoéloga a la
proinsulina. Existen 2 tipos de IGF, el IGF-I o somatomedina C y
el IGF-IL. El IGF-I es el que mejor se correlaciona con el estado
secretor de somatotropina (GH) en la vida posnatal, mientras que
el IGF-II parece tener una mayor relevancia durante la vida fetal.
Los IGF se sintetizan en el higado y en multiples tejidos por la ac-
cion de la GH y son los principales mediadores de las acciones de
la GH. Tienen accién estimuladora del crecimiento, potencian la
accion de la insulina y regulan la proliferacion celular. Aunque la
expresion de IGF-I es ubicua, el origen de la mayor parte del IGF
circulante es hepdtico. Parece ser que una de las principales fun-
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ciones del IGF-I circulante es un retrocontrol inhibito-
rio de la secrecién de GH, tanto hipofisaria como hi-
potaldmica. En los fluidos bioldgicos, las IGF circulan
unidas en su mayor parte a proteinas transportadoras
que modulan su vida media y su interaccién con el re-
ceptor y posiblemente desempefien acciones directas
en la proliferacion celular. Las proteinas de transporte
de los IGF, insulin-like growth factor binding proteins
(IGFBP)! forman una gran familia de la que se han
descrito 6 formas principales numeradas como
IGFBP-1 a 6. Ademads de estas IGFBP se han descrito
otras protefnas estructuralmente relacionadas denomi-
nadas IGFBPrp, que presentan menor afinidad para
los IGF y proteasas titulares de las IGFBP, que frag-
mentan estas proteinas alterando su unién con las
IGF>. Estas proteinas, junto a los propios IGF y sus re-
ceptores, se engloban actualmente en el llamado siste-
ma IGF, que tiene una gran trascendencia en el creci-
miento y la diferenciaciéon de células normales y
malignas.

La determinacién en plasma de los diferentes com-
ponentes del sistema IGF, en especial del IGF-1, es de
gran utilidad en el diagnéstico bioquimico y la moni-
torizacion del tratamiento de las alteraciones del eje
somatotropo.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS
DEL IGF-1Y SUS PROTEINAS
TRANSPORTADORAS

Las concentraciones plasmadticas de IGF-I presentan
grandes variaciones en las diferentes etapas del desa-
rrollo humano. En el recién nacido y en los primeros
afnos de vida las concentraciones son muy bajas y au-
mentan progresivamente durante la infancia, aunque el
rango de normalidad es relativamente amplio. El au-
mento mds importante se produce durante la pubertad,
de forma paralela al aumento en la secrecién de GH, y
se alcanzan concentraciones mdximas al final del cre-
cimiento, con concentraciones mas elevadas en el
sexo femenino®*. La cronologia de la evolucién de las
concentraciones de IGF-I presenta diferencias entre
los dos sexos debido a las diferencias madurativas: asi
el aumento durante la pubertad es funcién del estadio
puberal y, por tanto, es mds precoz en las nifias. Des-
pués de la adolescencia la secrecion de GH disminuye
aproximadamente un 14% cada década de la vida, lo
que se acompafia de una disminucion paralela de las
concentraciones plasmdticas de IGF-1. En la vida
adulta también existen diferencias en relacién con el
sexo, aunque menos marcadas, y las concentraciones
son mds bajas en las mujeres respecto a los varones de
la misma edad™”.

La evolucién de las concentraciones de IGFBP-3
presenta patrones similares a los del IGF-1, aunque la
magnitud de las variaciones es menos importante. De
ese modo, durante la pubertad el IGF-I aumenta pro-
porcionalmente mds que la IGFBP-3, por lo que au-
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menta significativamente la relacion molar IGF-
I/IGFBP-3 coincidiendo con la maxima velocidad de
crecimiento®. Ademds, durante la pubertad no varian
practicamente ni IGF-II ni IGFBP-2, pero disminuyen
progresivamente las concentraciones de IGFBP-1, por
lo que hay un aumento de la fraccién libre de IGF-I°.

La determinacion de los IGF y sus proteinas trans-
portadoras en el laboratorio clinico se realiza median-
te inmunoandlisis. Los resultados obtenidos al medir
un mismo pardmetro con diferentes inmunoanalisis
puede variar ampliamente debido a diferencias en la
estandarizacidn, los anticuerpos utilizados, los méto-
dos utilizados para eliminar interferencias (p. ej., dis-
tintos métodos de extraccion de las proteinas transpor-
tadoras en el caso de la determinacion de IGF) o la
presencia de formas moleculares que han sufrido mo-
dificaciones postraslacionales (p. ej., fosforilacidon,
glucosilacién o protedlisis en el caso de algunas
IGFBP). Asi pues, para poder valorar las concentra-
ciones del IGF y péptidos relacionados, es necesario
conocer los rangos de referencia obtenidos con el mis-
mo método analitico en una poblacién sana y estratifi-
carlos en funcién de la edad, el sexo y el estadio pu-
beral. Sin embargo, para facilitar la interpretacion
clinica de los resultados, es conveniente expresarlos
en puntuaciones de desviacion estandar (SDS, Stan-
dard Deviation Score)!?. De este modo, el rango de re-
ferencia que incluye el 95% de la poblacién normal se
encuentra entre “-—2 SDS y +2SDS”. Los resultados
> 2 SDS son elevados y los < =2 SDS, bajos. La trans-
formacion de concentraciones en puntuaciones SDS
es un célculo sencillo una vez se tiene bien establecida
la poblacion de referencia. Debido a que las concen-
traciones de IGF-1 no siguen una distribucién normal
0 gaussiana, en primer lugar es necesario aplicar una
transformacién logaritmica para normalizarla (tam-
bién se puede realizar transformaciones cuadraticas o
exponenciales, con idénticos resultados). En este pun-
to, la férmula a aplicar es: SDS IGF-1 = (Ln IGF-1
paciente — Ln IGF-1 media en controles) / desviacién
estandar de la distribucién de IGF-1 en controles.
Existen también modelos matemadticos para obtener el
célculo de SDS, que aplican una ecuacién polindmica,
obtenida a partir de los valores en la poblacién de re-
ferencia, que tiene en cuenta la edad, el sexo y el esta-
dio puberal'-'2,

FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR
A LA INSULINA DE TIPO I (IGF-I)

La IGF-1 circula en su mayor parte unida a IGFBP-
3 y otra proteina llamada subunidad acidolabil (PM
88 kDa) con las que forma un complejo ternario. Las
3 proteinas del complejo ternario son de produccién
fundamentalmente hepdtica y estdn reguladas por la
GH, por lo que la medida de su concentracién plasma-
tica es un reflejo del estado de secrecion de GH. En
los déficit de GH se hallan disminuidos, mientras que



en la acromegalia se encuentran muy elevados. Sin
embargo, aunque la hormona de crecimiento es el
principal regulador, existen otros factores que afectan
a las concentraciones plasmadticas y tisulares de IGF-I.
Entre ellos cabe destacar la desnutricién, que produce
una disminucién del 50% de la produccién hepédtica
de IGF-1, las enfermedades cronicas, los estados cata-
bolicos, la edad, el sexo (en relacién con la produc-
cion de esteroides gonadales) y el grado de adi-
posidad’®. Se habrd de tener en consideracién todos
estos aspectos para interpretar las concentraciones de
IGF-1.

Determinacion de IGF-l en plasma

Las concentraciones plasmaticas de IGF-I se de-
terminan mediante inmunoandlisis que pueden ser
competitivos, o mds frecuentemente inmunométricos.
Utilizan antisueros policlonales o anticuerpos mono-
clonales y se detecta mediante sefial isotopica (I-125),
enzimdtica (ELISA) o quimioluminiscente'*. La ma-
yor parte de los inmunoanélisis comercializados estdn
calibrados por el patrén internacional World Health
Organization International Reference Preparation
(WHO IRP) 87/518. Esto por un lado representa una
ventaja, ya que supone una cierta homogeneidad entre
inmunoandlisis, pero en contrapartida se trata de una
preparacion de poca pureza, que contiene una molécu-
la de IGF modificada, cuyo peso molecular no coinci-
de con el de la IGF-I recombinante humana's.

El principal problema que presenta la determinacion
de IGF deriva de su unién a proteinas transportadoras
de alta afinidad que interfieren en la unién con los an-
ticuerpos del inmunoandlisis'®. Se utilizan diferentes
métodos de extraccién para separar las IGF de sus
proteinas transportadoras, con eficiencia variable!”:
cromatografia de gel filtracién con columna de Sepha-
dex, cromatografia en fase sélida (SPE), precipitacién
con 4cido etanol, bloqueo de IGFBP con exceso de
IGF-I1, y la ultracentrifugacion, entre otros. La croma-
tografia de gel filtracién con columna de Sephadex es
el método de referencia aunque, debido a su compleji-
dad metodoldgica y el gran volumen de muestra nece-
sario, no es aplicable en el laboratorio clinico. La pre-
cipitacién con 4cido etanol es el mds utilizado en
inmunoandlisis manuales, mientras que el bloqueo de
IGFBP mediante exceso de IGF-II es el principal mé-
todo adaptado a los inmunoanélisis automatizados.

Extraccion mediante cromatografia de fase
sdlida (SPE) (cartuchos de octadecasilil-silice
C-18 Sep-Paks; Waters)

Su uso estd menos extendido por su menor practica-
bilidad, ya que cada muestra ha de ser aplicada a una
columna de extraccién y, tras pasar diferentes solucio-
nes de manera secuencial, se ha de recoger el fluido y
llevar a sequedad con nitrégeno seco. La eficiencia de
eliminacién de las IGFBP es cercana al 100% pero, en
cambio, parte del IGF presente en la muestra se pierde
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Inmunoanalisis

Fig. 1. Extraccion mediante precipitacion por dcido-etanol.

en el proceso de extraccion, por lo que en el cdlculo
final de la concentracién de IGF-I hay que aplicar un
factor de correccion que presupone que la pérdida de
IGF en las diferentes muestras es homogénea.

Precipitacion con acido-etanol

Descrita inicialmente por Daughaday'®, se basa en el
principio de que las proteinas de elevado peso molecu-
lar precipitan con etanol. Para ello, en primer lugar se
somete la muestra a una extraccion acidica (pH 3) que
disociard de forma irreversible la unién del IGF a sus
proteinas transportadoras. En una segunda etapa, se
precipita las proteinas transportadoras (de mayor peso
molecular), y el IGF-I queda en disolucién (fig. 1). La
recuperacion de IGF-I tras este proceso de extraccion
es cercana al 100%. Sin embargo, la eliminacién de
IGFBP no es siempre completa, y quedan en el sobre-
nadante cantidades variables de estas proteinas. La efi-
ciencia de este proceso de extraccién es menor, sobre
todo para la IGFBP-1 y la IGFBP-4. La cantidad de
proteinas residuales en el sobrenadante puede ser va-
riable y especialmente elevada en estados que se acom-
pafian de grandes elevaciones de IGFBP-1, como la
diabetes mellitus mal controlada o la desnutricién.

Separacion funcional de IGF de las IGFBP
y bloqueo mediante un exceso de IGF-II

Descrito inicialmente por Blum', su uso se ha visto
incrementado en los ultimos afios, principalmente por
su facilidad de adaptacién a inmunoandlisis automati-
zados. Este método consiste en disociar la IGF de su
unién a las IGFBP mediante una acidificacién del me-
dio, seguida de una incubacion con un exceso de IGF-
IT que bloqueara los lugares de unién de las IGFBP
(fig. 2). Si se utiliza este sistema, es muy importante
que el anticuerpo del inmunoandlisis no presente reac-
tividad cruzada con IGF-II.

IGF-1 NO LIGADA A PROTEINAS
(IGF-1 LIBRE)

El IGF-1 circula en su mayor parte unido a protei-
nas transportadoras, principalmente formando com-
plejos ternarios estables con la IGFBP-3 y la subuni-
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Fig. 2. Extraccion y bloqueo de las IGFBP con exceso de IGF I1.

dad acidolabil (SAL), pero también en forma de com-
plejos binarios con las IGFBP que son mds facilmente
disociables. En individuos sanos y en condiciones fi-
sioldgicas la concentracion de IGF-1 libre muestra
una estrecha correlacion con las de IGF-1 total. Las
variaciones observadas en IGF-1 en las diferentes
etapas del desarrollo humano se asocian a cambios pa-
ralelos en la concentracién de IGF-I libre. En la acro-
megalia, el aumento de secrecién de hormona de cre-
cimiento estimula la produccién IGF-1, pero también
la de IGFBP-3 y de la SAL, con lo cual se mantiene la
relacion entre la IGF-I total y la libre. Lo mismo ocu-
rre en el déficit de GH, en el que la disminucién de
IGF-I se asocia a una disminucion paralela de IGFBP-3
y SAL. Sin embargo, en algunos estados fisiopatoldgi-
cos la relacién entre la IGF-I total y libre puede debi-
litarse o incluso desaparecer debido a variaciones en
la produccion de otras IGFBPs, en especial de IGFBP-
1 y IGFBP-2. Este es el caso de la insuficiencia renal
cronica, diabetes mellitus tipo 1 o tras ayuno prolon-
gado en que se observa una disminucién importante
en la IGF-1 libre con poca o nula afectacion de los ni-
veles de IGF-I total. Por el contrario, en la obesidad
las concentraciones de IGF-1 total suelen estar dentro
de la normalidad, mientras que las concentraciones de
IGF-1 libre estdn aumentadas lo que explica la inhibi-
cién de la secrecién de GH en estos sujetos. Esta dis-
crepancia entre el IGF-1 total que no aumenta de ma-
nera paralela al IGF-1 libre se debe a que en estos
pacientes la produccién de IGFBP-1 estd pricticamen-
te suprimida a causa del hiperinsulinismo.

Existen 2 métodos para determinar la fraccion libre
de IGF: el método de ultrafiltraciéon mediante cen-
trifugacién e inmunoandlisis directos con anticuerpos
espécificos para la fraccién no unida a proteina. La ul-
trafiltracion mediante centrifugacion es el método con-
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siderado de referencia, ya que permite separar la IGF
no unida sin alterar el equilibrio existente entre la frac-
cién libre y la fraccién unida a proteinas®. Es un méto-
do laborioso que requiere realizarlo en laboratorios
técnicamente cualificados. Se basa en la dilucién pre-
via de la muestra de suero con un tampén a pH 7.4, se-
guida de ultrafiltracién mediante centrifugacién a baja
velocidad y a temperatura constante de 37 °C. La
membrana de ultrafiltracion deja pasar libremente la
IGF libre, mientras que retiene las IGFBPS. En una se-
gunda etapa se cuantifica la concentracion de IGF-I en
el ultrafiltrado mediante un inmunoanélisis especifico.

Los andlisis inmunométricos directos, es decir, que
no aislan la fraccién libre de sus proteinas transporta-
doras, son métodos mds sencillos y rdpidos, lo que
permite su aplicacion a grandes series de muestras.
Sin embargo, tienen el inconveniente de que ademas
de la IGF libre miden porcentajes variables del IGF li-
gado a IGFBP formando complejos binarios®!. En es-
tos inmunoandlisis se realiza, en primer lugar, una in-
cubacién de la muestra con un anticuerpo monoclonal
especifico para IGF-1 libre que estd unido a una fase
s6lida, y tras un lavado, se anade un segundo anticuer-
po anti-IGF-1 marcado. A pesar de que la primera in-
cubacion se realiza a baja temperatura para minimizar
la disociacién de la fracciéon de IGF facilmente diso-
ciable, se pueden producir diferentes grados de diso-
ciacidn, que estaran en funcién de cambios en la tem-
peratura o el tiempo de incubacién y se traducird en
aumentos variables de la concentracién de IGF-1 libre
medida.

PROTEINA DE TRANSPORTE DE IGF-3
(IGFBP-3)

La IGFBP-3 o subunidad § 4cido estable del com-
plejo ternario es la principal proteina transportadora
de IGF. Esta regulada por la GH y también por el pro-
pio IGF y en menor grado por el estado de nutricidn.
Sus concentraciones plasmadticas presentan variacio-
nes, en funcién de la edad, el sexo y el estadio pu-
beral, paralelas a las observadas en el IGF-1 aunque
menos pronunciadas®. Asimismo presenta concentra-
ciones plasmadticas estables a lo largo del dia, al igual
que el IGF. Es un buen marcador de accién de la GH,
y sus concentraciones se encuentran disminuidas en el
déficit de GH y aumentadas en la acromegalia, aunque
muestra menor sensibilidad diagnéstica que el IGF-1.
Sin embargo, el hallazgo de concentraciones dismi-
nuidas puede ser util en el diagndstico del déficit de
GH debido a su mayor especificidad diagndstica.

Ademads de su funcién como proteina transportado-
ra, la IGFBP-3 tiene funciones propias, independien-
tes del IGF. Se ha demostrado que presenta una po-
tente accién apoptdtica y capacidad de inhibir la
mitogénesis inducida por varios factores de crecimien-
to, probablemente mediando los efectos del factor de
crecimiento transformador beta (TGFf)?. La molécu-
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la de IGFBP-3 sufre modificaciones postraslacionales
como son la glucosilacién y en especial la degrada-
cién proteolitica. Esta se produce por accién de pro-
teasas especificas presentes en diferentes tejidos que
desdoblan la IGFBP-3 nativa en fragmentos de menor
tamafio que presentan, en general, menor afinidad por
los anticuerpos dirigidos contra la forma intacta. Este
fenomeno fue inicialmente detectado en mujeres
embarazadas que presentaban concentraciones de
IGFBP-3 inmunorrectiva disminuidas respecto a indi-
viduos normales, acompafiadas por un aumento de
fragmentos proteoliticos de menor tamafio (29-30
kDa) medidos por Ligand Immunoblot?. Actualmente
se conoce la existencia de diversas proteasas especifi-
cas de tejido (como el antigeno prostatico especifico
[PSA], la plasmina, etc.) que generan fragmen-
tos con capacidad de potenciar o inhibir la accién del
IGF. La actividad proteolitica estd incrementada en di-
versos estados fisiopatoldgicos, como la diabetes me-
Ilitus tipo 1, estados catabdlicos, procesos infecciosos
o el cédncer, entre otros, y supone un mecanismo
de autorregulacién de la biodisponibilidad del IGF
(fig. 3).

Asi, en la medicién de IGFBP-3 por inmunoandlisis
no es necesario ningun proceso de extraccidon previo
como en el caso de los IGF, pero es muy importante
saber si los anticuerpos utilizados reconocen tunica-
mente la molécula intacta o también los diferentes
fragmentos?*. Recientemente se ha aplicado un méto-
do inmunofuncional a la cuantificacién de IGFBP-3
intacta. Este método, Ligand Immunofunctional Assay
(LIFA), fue utilizado inicialmente por Strasburger
para determinar las concentraciones plasmaticas de
GH funcionalmente activa. Para la determinacién de
la IGFBP-3 intacta se realiza una extraccién de los
fragmentos proteoliticos con anticuerpos especificos,
y posteriormente se utiliza IGF-I marcada en lugar de
un segundo anticuerpo®. En la tabla 1 se muestran los
principales métodos de que disponemos para determi-
nar IGFBP3 y su capacidad para detectar las diferen-
tes formas o fragmentos moleculares.
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SUBUNIDAD ACIDOLABIL

Es la subunidad a del complejo ternario de 150 kDa
que transporta la mayor parte del IGF circulante. Se
trata de una glucoproteina de 578 aminoécidos y un
peso molecular de 85 kDa (63,3 kDa en su forma no
glucosilada), producida fundamentalmente por el he-
patocito®. Su hallazgo se produjo al observar que la
acidificacion producia una disociacién del complejo
de 150 kDa en 3 componentes, uno de 7,5 kDa corres-
pondiente el IGF estable, uno de aproximadamente
50 kDa correspondiente a la IGFBP-3 y un tercer com-
ponente que correspondia a una proteina de mayor
peso molecular. Esta proteina, que se denominé subu-
nidad acidolabil, se une especificamente a la IGFBP-3
unida a IGF y su unién a la IGFBP-3 induce cambios
conformacionales que aumentan la afinidad de ésta
por el IGF. También puede unirse a la IGFBP-5 y for-
mar junto a los IGF complejos ternarios. Estd regulada
principalmente por la GH y su funcién principal pare-
ce ser incrementar el tamafio molecular del complejo
IGF+IGFBP3 para limitar su acceso al espacio extra-
vascular. La SAL circula formando complejos terna-
rios y también en forma libre, la forma mayoritaria.

La determinaciéon de SAL en plasma se ha visto di-
ficultada por varios factores: por un lado, su estructura
tiene gran homologia con otras proteinas séricas y las
secuencias de aminodcidos mds distintivas se hallan
en su estado natural en zonas no accesibles de la mo-
lécula. Asi pues, ha sido dificil generar anticuerpos es-
pecificos sin reactividad cruzada frente a proteinas
andlogas, y ha hecho necesario realizar pretratamien-
tos para desplegar la molécula y asi favorecer el re-
conocimiento de las zonas caracteristicas situadas en
los extremos N terminal y C terminal por los anti-
cuerpos?’.

FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR
A LA INSULINA DE TIPO I (IGF-II)

Su determinacion tiene menor interés en el diagnds-
tico clinico, ya que sus concentraciones plasmaticas
no estdn reguladas directamente por la GH, por lo que
no se considera un marcador de su accién. Las con-
centraciones de IGF-II presentan variaciones poco im-
portantes durante el desarrollo. Son bajas en el recién
nacido y aumentan ligeramente hasta la pubertad, mo-
mento a partir del cual permanecen invariables duran-
te el resto de la vida. Tampoco se modifican de forma
significativa en el déficit o el exceso de GH, aunque se
han descrito concentraciones disminuidas en el déficit
de GH y aumentadas en la acromegalia®. Se une con
gran afinidad al receptor de IGF, el IGF-IR y al recep-
tor IGF-II-manosa 6 fosfato, del que no se conoce su
accion pero que al parecer tiene parte esencial en la
regulacion del propio IGF-II. Asimismo, el IGF-II
muestra gran afinidad por la isoforma A del receptor
de la insulina (IR-A), que se expresa especialmente en
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TABLA 1. Principales métodos para determinar IGFBP-3 y su capacidad para detectar las diferentes formas

o fragmentos moleculares

Western blot

Western ligand blot: sélo IGFBP-3 intacta

Western immunoblot: IGFBP-3 intacta y fragmentos
Inmunoanalisis

fracciones
Ligand Inmuno Functional Assay (LIFA)

en lugar de un segundo anticuerpo

Competitivos: utilizan antisueros policlonales que reconocen la IGFBP-3 intacta y sus fragmentos
Inmunométricos: dependiendo de la especificidad de los anticuerpos pueden medir la molécula intacta, los fragmentos o ambos

Extraccion previa de fragmentos proteoliticos seguido de inmunoandlisis para cuantificar IGFBP-3 intacta que utiliza IGF-I marcada

células fetales y en células cancerosas, por lo que se lo
ha implicado en el desarrollo fetal y de algunos can-
ceres.

En algunos tumores existe una sobrexpresion de
IGF-II y del receptor IGF-IR, lo que produce la esti-
mulacién de la proliferacion de las células cancerosas
mediante un mecanismo autocrino. En los tejidos nor-
males la IGF-II se transcribe a partir del alelo paterno,
mientras que el alelo materno estd silenciado por un
mecanismo conocido como imprinting gendémico. La
activacion del alelo materno puede dar lugar a carci-
nogénesis, como es el caso del rabdomiosarcoma o el
tumor de Wilms®. En algunos tumores de origen me-
senquimal que cursan con hipoglucemia hay una pro-
duccién inadecuada de IGF-II. Estos tumores produ-
cen una forma inmadura de IGF-II llamada también
big IGF-1I. Esta forma anémala no puede unirse a la
IGFBP-3 ni a la SAL, sino que circula en plasma uni-
da a la IGFBP-2 en forma de complejos facilmente di-
sociables que facilita su acceso a los tejidos diana y
su unioén al receptor. De este modo, la molécula de
IGF-II que mantiene intacta su actividad bioldgica es-
timula la captacién de glucosa por el midsculo e inhibe
la produccion hepdtica de glucosa, lo que da lugar a
hipoglucemia. La IGF-II inhibe la secrecién de GH y
disminuyen consecuentemente las concentraciones de
IGF-1, IGFBP-3 y SAL. Sin embargo, en estos pacien-
tes, las concentraciones plasmdticas de IGF-II no
siempre estdn aumentadas, ya que fundamentalmente
hay un aumento de la biodisponibilidad de la IGF-II
que no siempre se traduce en concentraciones plasma-
ticas elevadas. Por otro lado, algunos inmunoandlisis
no son capaces de reconocer la molécula andémala de
IGF-II, por lo que podemos hallar concentraciones
plasmadticas normales o incluso disminuidas debido a
la falta de inmunorreactividad™®.

La determinacion de IGF-II se realiza mediante in-
munoandlisis y presenta los mismos problemas rela-
cionados con la unién a las proteinas transportadoras
que el IGF-I. Se pueden utilizar los mismos métodos
para la extraccion y separacion de proteinas que los
descritos para IGF-I. En el caso de utilizar el método
de separacion funcional, el bloqueo se hard mediante
un exceso de IGF-I. El principal inconveniente en este
caso es que algunas IGFBP (las IGFBP-2, 5 y 6) tie-
nen mucha menor afinidad para IGF-1, y la separaciéon
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podria no ser completa. Después de la separacion de
las proteinas transportadoras se realizard un inmunoa-
ndlisis especifico para IGF-II.

FACTORES PREANALITICOS. ESTABILIDAD
DE LAS MUESTRAS

Se puede utilizar muestras de suero o plasma (hepa-
rina o0 EDTA) para determinar los IGF y las IGFBP,
pero los resultados obtenidos con los diferentes espe-
cimenes varian significativamente. Asi, es importante
utilizar el mismo espécimen con el que se han realiza-
do los valores de referencia. En general las concentra-
ciones de IGF-I medidas en muestras de suero son un
10% mas elevadas que las obtenidas en plasma. Las
diferencias en IGFBP-3 son inferiores (alrededor del
5%), pero algunas proteinas transportadoras presentan
variaciones de hasta un 80% en funcién del espécimen
utilizado?".

Las concentraciones en suero o plasma de IGF-I,
IGF-II y IGFBP-3 son relativamente estables y no va-
rian significativamente tras someter las muestras a 5
ciclos de “congelacién-descongelacion” siempre que
no permanezcan mucho tiempo a temperatura ambien-
te. Se ha demostrado buena estabilidad del IGF-1 en
muestras de suero mantenidas a —70 °C durante afos,
pero, en cambio, se han observado resultados discre-
pantes en muestras almacenadas a —20 °C, con varia-
ciones que dependen del inmunoanélisis utilizado®.

UTILIDAD DE LA DETERMINACION
DE IGF E IGFBP EN LA PRACTICA CLINICA

Aunque IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-5 y SAL estan re-
guladas por la GH, la medida de las concentraciones
plasmaéticas de IGF-I es el principal pardmetro utiliza-
do en el diagndstico y la monitorizacién del trata-
miento tanto del déficit de GH como de la acromega-
lia. Ante la sospecha de déficit de GH basada en datos
clinicos (talla baja y velocidad de crecimiento dismi-
nuida en los nifios; presencia de adenoma u otra lesion
hipofisaria en el adulto), el diagndstico se realiza fun-
damentalmente sobre la base de la falta de respuesta
de la GH a las pruebas de estimulacién®**, La IGF-1



total es el marcador bioquimico de accién de la GH
mds util en el diagndstico, aunque las concentraciones
dentro del rango normal por edad y sexo no excluyen
el diagnostico de déficit de GH®. El hallazgo de con-
centraciones de IGF-1 por debajo del rango normal en
pacientes con sospecha de déficit de GH apoya el
diagnéstico, si se excluye otras causas conocidas de
descenso de las concentraciones de IGF-1 sérico como
las hepatopatias, la desnutricién, la diabetes mellitus
mal controlada o el hipotiroidismo®.

La determinacion de las concentraciones de IGFBP-3
o de SAL no presenta ventajas sobre las de IGF-1,
aunque el hallazgo de concentraciones disminuidas
apoya el diagnéstico de DGH.

La determinacion de IGF-1 libre no ofrece ventajas
respecto a la determinacién de IGF-1 total en la mayo-
ria de los pacientes. Solamente en algunas circunstan-
cias, en que hay alteraciones significativas de protei-
nas transportadoras distintas de la IGFBP-3, su
determinacién puede ser de utilidad clinica®’, como es
el caso de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 o
los pacientes desnutridos en los que la gran disminu-
cién de la produccién de IGF-1 no se refleja suficien-
temente en las concentraciones totales, debido al au-
mento concomitante de IGFBP-1. En los tumores
mesenquimales asociados a hipoglucemia, las concen-
traciones de IGF-1 y IGF-II libre estin muy aumenta-
das, mientras que la fraccién total, unida principal-
mente a IGFBP-2, estd disminuida. En el caso de
insuficiencia renal crénica la acumulacién de IGFBP-
3 en plasma se traduce en concentraciones de IGF fal-
samente elevadas que no reflejan el estado real del eje
somatotropo. Los andlogos de la somatostatina de ac-
cién prolongada tiene un efecto inhibitorio en la pro-
duccién de IGF-1, pero estimulan la sintesis de
IGFBP-1, por lo que en algunos casos las concentra-
ciones de IGF-1 total pueden verse falsamente eleva-
das. En este caso también puede ser util la determina-
cion de la fraccidn libre.

Ante la sospecha de acromegalia, los criterios de
consenso incluyen que el hallazgo de concentraciones
de GH < 0,4 ng/ml en valoracién aislada o < 1 ng/ml
en la prueba de sobrecarga oral de glucosa y concen-
traciones de IGF1 dentro del rango de referencia se-
glin sexo y edad, excluyen el diagndstico de acrome-
galia’®.

Asimismo el IGF-1 es el principal pardmetro bio-
quimico en la monitorizacién del tratamiento en los
pacientes con acromegalia. Segun los criterios de con-
senso en la monitorizacién del tratamiento de acrome-
galia, son indicativos de buen control la presencia de
concentraciones de GH tras sobrecarga oral de gluco-
sa < 1 ng/ml y concentraciones de IGF-1 dentro del
rango normal segtin sexo y edad. Mientras que un na-
dir de GH durante la SOG > 1 ng/ml y una concentra-
cion de IGF1 elevada indican mal control o enferme-
dad residual.

El objetivo del tratamiento médico, quirurgico o ra-
dioterdpico es suprimir la secreciéon de GH y normali-
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zar las concentraciones de IGF-1 total, es decir, que se
sitien dentro del rango establecido para individuos de
la misma edad y sexo. En general el éxito o el fracaso
del tratamiento se reflejan en las concentraciones de
GH y de IGF-1. Sin embargo, hay ocasiones en que
hay discrepancia entre los efectos del tratamiento en
las concentraciones de GH y en las de IGF-1.

Las concentraciones séricas de IGF-I reflejan la se-
creciéon de GH integrada. Existe una relacion directa
entre la concentraciéon promedio integrada de GH 24
horas y las concentraciones plasmaticas de IGF-1. Se
trata de una relacién curvilinea que llega a una meseta
a concentraciones de GH superiores a 20 ng/ml. A par-
tir de este punto, los incrementos de la GH no se aso-
cian a incrementos paralelos en la concentracion de
IGF-1. Hay que tener en cuenta este hecho al tratar a
pacientes con concentraciones medias de GH muy ele-
vadas, que en tratamiento pueden mostrar disminucio-
nes importantes de la concentracion de GH sin apenas
variar su concentracién de IGF-1. También hay que te-
ner en cuenta las diferencias entre sexos a la hora de
interpretar la relacion entre GH y IGF-1, ya que para
una misma concentracién de GH las concentraciones
de IGF-1 son més bajas en el sexo femenino®.

Una de las situaciones en que se observa discrepan-
cias en la relacién entre GH y IGF-I es en pacientes
tratados con radioterapia hipofisaria, en los que se lo-
gra suprimir la secrecién de GH en un alto porcentaje
de pacientes, mientras que la normalizacién de las
concentraciones de IGF-1 se consigue en mucha me-
nor proporcion®.

Recientemente la utilizacién de antagonistas del re-
ceptor de la GH han demostrado gran efectividad en el
tratamiento de la acromegalia*!. Este farmaco tiene un
mecanismo de accién completamente diferente de los
otros tratamientos dirigidos a suprimir la secrecion de
GH. Los antagonistas del receptor al unirse al receptor
de la GH bloquean su accién, lo que se traduce en la
disminucién de las concentraciones de IGF-1 y de
otros péptidos regulados por la GH y en la mejoria de
los sintomas y signos clinicos. Sin embargo, las con-
centraciones plasmadticas de GH no disminuyen por lo
que en los pacientes tratados con Pegvisomat, la valo-
racién bioquimica del efecto del tratamiento se basa
en la monitorizacién de las concentraciones de IGF-1
plasmadtico*?. A fin de evitar un exceso de tratamiento
que podria provocar un déficit de GH funcional, se ha
propuesto que un objetivo razonable seria mantener
las concentraciones de IGF-1 por encima del percentil
95 de las concentraciones observadas en pacientes con
déficit de GH y por debajo del percentil 95 en indivi-
duos sanos de la misma edad y sexo*’.
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