UNIVERSIDADE DA CORUNA

REGULACION DE LA SECRECION DE
HORMONA
DE CRECIMIENTO EN LA OBESIDAD Y LA

DIABETES MELLITUS TIPO 1.

PAULA ALVAREZ CASTRO

2008



Don Fernando Cordido Carballido, Catedratico E.U. de Fisiologia de la
Universidade da Corufa y Médico Especialista en Endocrinologia vy

Nutricién del Hospital Juan Canalejo de A Corufia.

CERTIFICA QUE:

La presente tesis doctoral titulada:’Regulacién de la secrecion de
hormona de crecimiento en la obesidad y la diabetes mellitus tipo 1”7, ha sido
realizada por la Dra. Paula Alvarez Castro bajo su direccion en la
Universidad da Corufia, estimando que se encuentra concluida y en

condiciones de ser presentada para optar al grado de Doctora en Medicina.

Y para que conste, firmo la presente autorizacion en A Corufia a diez

de marzo de 2008

Fdo.: Fernando Cordido Carballido Fdo.: Paula Alvarez Castro.



A Carlota



AGRADECIMIENTOS

A mi director de tesis y gran amigo, Fernando Cordido, por darme la
oportunidad de formarme y descubrir la investigacion clinica a su lado, por
compartir conmigo su sabiduria, por su inagotable paciencia y porque sin él
esta tesis no hubiera sido posible, pero sobre todo, por ser una gran

persona y por su amistad.

A Luisa lIsidro, por su colaboracion en éste y todos mis trabajos,
porque he aprendido muchisimo de ella desde el inicio de mi formacion,
porque siempre esta dispuesta a echarme una mano cuando lo necesito,
ayudandome a resolver mis multiples dudas con sus amplios conocimientos,

por ser una excelente compafera de viajes y una buena amiga.

A mis companeros de Endocrinologia de Lugo por su gran acogida y

porque hacen que el trabajo diario esté lleno de buenos momentos.

A todos los pacientes que prestaron su colaboracion para la

realizacion de los estudios.

A mi familia por estar siempre a mi lado.

A Jose y Carlota que lo son todo para mi.



Parte de los estudios que se presentan en esta tesis han sido financiados por:
FIS del Instituto de Salud Carlos Il PI051024 y P1070413. Xunta de Galicia

PGIDTO5PXIC91605PN, Redes 2006/27 y PS07/12.



INDICE

1. INTRODUCCION .....covvviiiiiiiieeeii e 9

. HORMONA DE CRECIMIENTO.

o LA OBESIDAD

o DIABETES MELLITUS TIPO 1.
2. OBJIETIVOS. .. 55
3. MATERIAL Y METODOS.......outiiiiiiiiieee e e e 57

o DETERMINACIONES HORMONALES

. FARMACOS Y DOSIS

e  ANALISIS ESTADISTICO.

A4, RESULTADOS.......ciiiiiii e e e, 77
5. DISCUSION. .. ..ottt e e, 106
6. RESUMEN DE RESULTADOS.........uoiiiiiiiiieee e, 121
7. CONCLUSIONES.......coiiiiiiiei e e e, 124
8. PUBLICACIONES RESULTADO DE ESTA TESIS................. 126
9. BIBLIOGRAFIA. .. ..o 129



ABREVIATURAS MAS EMPLEADAS

ACTH: Hormona adenocorticotropa.

AUC: Area bajo la curva.

DHT: Dihidrotestosterona.

DM1: Diabetes mellitus tipo 1.

FSH: Hormona foliculoestimulante.

FFA: Acidos grasos libres.

GH: Hormona de crecimiento.

GHD: Déficit de hormona de crecimiento del adulto

GHBP: Proteina transportadora de hormona de crecimiento.

GLP-1: Péptido similar al glucagon 1.

GHRH: Hormona liberadora de la hormona de crecimiento.

GHRP-6: Péptido liberador de la hormona de crecimiento 6.

GHS: Secretagogos de GH.

GHS-R: Receptor de los secretagogos de hormona de crecimiento.

HbA1lc: Hemoglobina glicosilada.

HPA: Eje hipotalamo-hipofiso-adrenal.

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.

rhiGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
recombinante.

IGFBPs: Proteinas trasportadoras del factor de crecimiento similar a

la insulina.



IMC: indice de masa corporal.

ITT: Hipoglucemia inducida por insulina.

LH: Hormona luteinizante

PD: Piridostigmina.

SS: Somatostatina.

SSIW: Cese de la administracion de una perfusion de somatostatina
TSH: Tirotropina.

TRH: Hormona liberadora de tirotropina.

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.



I. INTRODUCCION:



1. HORMONA DE CRECIMIENTO:

1. BIOQUIMICA:

La hormona de crecimiento (GH) es una hormona peptidica formada
por una sola cadena de 191 aminoacidos, posee dos puentes disulfuro entre
las cisteinas que ocupan los lugares 53-165 y 182-189. Es una proteina de

cadena Unica y no presenta carbohidratos unidos a la misma® 2.

La estructura cristalina de la GH revela la existencia de cuatro hélices
alfa. Las moléculas de GH circulantes estan formadas por varias formas
heterogéneas: mondmeros de 20 y 22 k, una forma acetilada de 22 k y dos
moléculas de GH desaminadas. El principal componente fisiolégico posee
un peso molecular de 21800 daltons (22k) y representa el 75% de la
secrecion hipofisaria de GH. Existe otra forma de esta hormona de 20 K
resultado de una recombinacion alternativa del gen de la GH que causa un
proceso de deleccion de los aminoacidos 32-46 y representa el 10% de la
secrecion hipofisaria de GH. El péptido 22k conserva la actividad de
promocién del crecimiento pero carece de efectos diabetdégenos, que son

mas intensos en la forma 20k % 5%,
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El gen de GH se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, 17922-
24. Existen cinco genes distintos que expresan GH, todos ellos derivan de
un precursor comun, son el hGH-N; hCS-A; hCS-B; hCS-L; hGH-V. Entre
ellos el GH-N es el Unico que se expresa en la hipdfisis y es el que regula la
sintesis de la GH, concretamente la forma 22K. Los otros cuatro genes se

expresan también en la placenta’.

La regulacién del gen hipofisario GH-N es compleja * 8. El desarrollo
tisular especifico de los somatotropos y la expresion de GH parece estar
determinado fundamentalmente por el gen Prop-1 y el factor de
transcripcion Pit-1°. Existen mutaciones raras en el gen de GH que se
asocian a déficit aislado de GH. Existen también mutaciones en el gen Prop-
1y en el Pit-1 igualmente raras y que inducirian un déficit de GH y de otras

hormonas hipofisarias'°.

2. BIOSINTESIS Y NIVELES CIRCULANTES.

La GH es sintetizada, segregada y almacenada por las células
somatotropas y somatomamotropas de la hipdfisis anterior. Estas
constituyen un 50% de la poblacién celular de la hipdfisis y se localizan

preferentemente en la porcién lateral de la misma, son eosindfilas a la
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tinciéon con hematoxilina-eosina y se expresan desde el inicio de la vida fetal
11 ,12-

La secrecion de GH se realiza en forma de pulsos, con
aproximadamente 10 pulsos intermitentes de secrecibn que duran
aproximadamente 90 minutos y se producen cada 128 minutos, siendo mas
frecuentes por la noche. Se cree que los pulsos de secrecién se deben a
una disminucién del tono somatostatinérgico asociado quiza a un aumento
en la liberacion de GHRH (hormona liberadora de la hormona de
crecimiento)'*. Los niveles plasmaticos medidos en situaciones basales y
en adultos sanos son habitualmente indetectables durante la mayor parte
del dia, siendo los niveles basales nocturnos de 1+£0,2 pg/L y los diurnos de
0,6£0,1 pg/L Los niveles de GH durante un pulso secretorio son
habitualmente de 4,3 + 0,7 pg/L durante la noche y 2,7+ 0,5 ug/L durante
el dia aunque puede alcanzar niveles de hasta 40 ug/L durante un pulso
secretorio’. La secrecién en el hombre suele ser mas pulsatil y en la mujer
mas continua aunque existen diferencias detectables en la amplitud de los
pulsos en funcion del sexo'®. La vida media de la GH es de 20-25 minutos "’
y se metaboliza fundamentalmente en el higado y en menor grado en el

rinén.
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3. TRANSPORTE:

La GH se transporta en el suero ligada a proteinas denominadas
GHBP (growth hormone binding proteins). Existe una proteina de 20 kd de
baja afinidad y otra de 60 kd de alta afinidad que transporta
aproximadamente la mitad de la forma circulante de GH de 22 kd'®". La
GH de 20 kd se fija de modo preferente a la proteina de transporte de baja

afinidad.

El papel de las proteinas de trasporte de la GH consiste en amortiguar
las oscilaciones agudas de los niveles séricos de GH asociadas con la
secrecion hipofisaria pulsati de GH. Ademas, la disminucion del
aclaramiento renal de la GH trasportada prolonga la semivida plasmatica de
ésta. La proteina de alta afinidad también impide que la GH se fije a los

receptores de superficie de GH compitiendo con el ligando de la GH 20

El receptor de GH es una proteina de 130 KD y pertenece a la
superfamilia de los receptores de citokinas/hemopoyetina. Es un receptor de
membrana con un dominio extracelular que se une al ligando, uno
transmembrana y otro intracelular citoplasmatico que transmite la sefial.?’

Estructuralmente, las GHBP de alta afinidad presentan una homologia con

el dominio extracelular del receptor de GH %.
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Se identificd inicialmente en el higado pero posteriormente se ha visto
que también se expresa en otros tejidos.23 El receptor de GH activa a nivel
intracelular una cascada de fosforilacion en la que participa la via JAK/STAT
(signal transducing activators of transcription) Su accién predominante es
estimular la sintesis y secrecion hepatica de IGF-1 (factor de crecimiento
tipo insulina 1), un potente factor de crecimiento y diferenciacion ?*. Las
mutaciones en el gen del receptor de la GH se asocian con insensibilidad

completa o parcial a GH y talla baja %°.

La GH ejerce la mayoria de sus acciones fisioloégicas a través del
IGF-1. El IGF-1 es un factor de crecimiento con estructura similar a la
proinsulina. Esta formado por una cadena de 70 aminoacidos, se sintetiza
fundamentalmente en el higado y su sintesis depende de los niveles
circulantes de GH. Actua localmente regulando el crecimiento y la
diferenciacién celular. El IGF-1  ejerce un feedback negativo sobre
hipotalamo e hipdfisis, inhibiendo la secrecion de GH. El IGF-1 circula en su
mayor parte unido a proteinas transportadoras, denominadas IGFBP,
destaca entre ellas la IGFBP3 por ser el transportador mas importante de
IGF-1. El IGFBP1 se dice que inhibe la accion del IGF-1 ya que modula su
fraccion libre que es la metabdlicamente activa ®%’. Los niveles de IGFBP1
se correlacionan negativamente con los niveles de insulina, tanto en

diabéticos como en normales. %’
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4. ACCIONES:

La GH estimula el crecimiento lineal en nifios actuando de manera
directa e indirecta (via IGF-1) sobre el cartilago de crecimiento. Su efecto

fundamental es promover el crecimiento longitudinal postnatal.

La GH tiene también acciones metabdlicas especificas
3 como:

e Aumenta la lipolisis y la oxidacién de lipidos lo que contribuye a
la movilizacién de los triglicéridos almacenados aumentando los
acidos grasos libres.

e Efecto anabolizante: estimula el trasporte y captacion de
aminoacidos por los tejidos acelerando la sintesis de proteinas.

e Antagoniza la accion de la insulina.

e Produce retencién de agua, sodio y fosfato.

5. REGULACION DE LA SECRECION:

La secrecion de GH esta controlada por complejos factores
hipotalamicos y periféricos’’. La célula somatotropa expresa receptores
especificos para GHRH, secretagogos de GH y los subtipos 2 y 5 del

receptor de la somatostatina que median la secrecién de GH 2.
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e SECRECION ESPONTANEA NORMAL

La secrecion de GH se realiza en forma de picos de secrecion
espontaneos. Estos picos se producen fundamentalmente coincidiendo con
el suefio profundo, con la presencia de ondas lentas (fases Ill y IV del

suefio) ..

La edad y el sexo también influyen en la secreciéon espontanea de GH.
Los niveles son muy elevados al final de la vida fetal, posteriormente
decrecen y permanecen bajos durante la infancia. En la pubertad la
secrecion es maxima, con una secrecion diaria maxima de 150 ug/Kg que
disminuye luego en la adolescencia tardia y permanece constante hasta los
30 afios cuando empieza a disminuir de manera progresiva, siendo la

secrecion diaria a los 55 afios de aproximadamente 25 pg/Kg 2%,

¢ HORMONA LIBERADORA DE GH (GHRH).
La GHRH es una hormona peptidica de 44 aminoacidos. Su estructura
se identifico en 1982, cuando fue aislada en dos pacientes con tumores

pancreaticos que producian acromegalia. Se aislaron 3 péptidos de 44 ,40 y

37, siendo el que se encontré con mayor concentracion el de 40 3" 32
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El gen del GHRH humano se ha caracterizado y localizado en el
cromosoma 20. La actividad biolégica reside en los aminoacidos 1-29 y su
secuencia indica que forma parte de la familia de péptidos homdlogos que
incluyen secretina, glucagén y péptidos glucagon-like (GLP1), VIP (péptido

intestinal vasoactivo) % 3% 3%3¢

Se sintetiza en las neuronas del nucleo arcuato y ventromedial del
hipotalamo. Se libera en la circulacion portal pituitaria y ahi actua sobre las
somatotropas de la hipdfisis anterior estimulando la liberacion pulsatil de
GH. Ambos péptidos de 44 y 40 aa se encuentran en el hipotdlamo humano
y en tumores hipodfisarios de pacientes con acromegalia. GHRH se produce
también en otros tejidos como gastrointestinal, testiculos, ovarios y placenta

3" donde puede ejercer acciones autocrinas y paracrinas 83% 40

El GHRH estimula tanto la sintesis (aumentando la transcripcién del
gen) como la liberacién de GH *'. Las acciones estimulantes de la secrecién
de GH se realizan por union a un receptor especifico presente en las células

hipofisarias.

El receptor de GHRH es un receptor acoplado a proteina G, su
activacion aumenta la sintesis de AMPc (Adenosin monofosfato ciclico) en
la somatotropa. Se ha visto también que variaciones en los niveles de calcio

intracelular también intervienen en el mecanismo de accion de GHRH,
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actuando éste como un segundo mensajero del GHRH y parece que de

manera independiente del AMPc *% %% 4445

e SOMATOSTATINA.

En 1973 el grupo de Guillermin y colaboradores publican en Science el
aislamiento y caracterizacion de la somatostatina a partir de hipotalamo
ovino*? Su estructura mostré que se trataba de un tetradecapéptido ciclico
que se identifica como inhibidor fisioldgico de la secrecion de GH y TSH. La
molécula principal es la SS-14 si bien existen otras formas moleculares
como la SS-28 que se cree también tienen importancia biolégica. Su
prehormona esta constituida por 116 aa. La SS inhibe selectivamente la
secrecion de GH mediante la unidon a un receptor especifico que se
encuentra acoplado negativamente al sistema adenilatociclasa y al flujo de
calcio intracelular mediante una proteina G inhibitoria. Actia uniéndose a

receptores especificos de membrana en las células somatotropas %°.

Se han descrito al menos cinco receptores de SS: SSTR1(14q13);
SSTR2(17924); SSTR3(22q13.1); SSTR4(20p11.2) y SSTR5(16P13.3). Los
receptores de SS conforman una familia de péptidos estructuralmente
similares, con siete segmentos transmembrana capaces de acoplarse a
proteina G. Los cinco subtipos unen SS-14 Y SS-28 con alta afinidad. En las

células somatotropas se expresa fundamentalmente el subtipo 5 y en menor
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grado el 2. Se ha detectado su presencia en muchos érganos: sistema
nervioso central y periférico, intestino, pancreas y en menor cantidad en
tiroides, adrenal, rifiones, submandibular, préstata y placenta. Sin embargo,
su concentracion mas alta se encuentra en el hipotalamo, principalmente en
el nucleo periventricular pero también en el arcuato y ventromedial 29

La SS es un potente inhibidor de la secrecion de GH “in vivo “e “in
vitro” tanto en animales como en el hombre. Suprime la secreciéon de GH en
respuesta a diferentes estimulos como hipoglucemia insulinica, L-dopa,
suefo, arginina. También es efectiva para disminuir los niveles de GH en

46,47,48,49 Inhibe

acromegalia, diabetes, insuficiencia renal y hepatica la

51, 52

respuesta de TSH a TRH “¢ *° y |a secrecién de prolactina sin tener

efecto en el resto de las hormonas adenohipofisarias.

A nivel extrahipofisario ejerce numerosos efectos biolégicos en
intestino y pancreas: inhibe la liberacién de gastrina, secretina, insulina,
glucagén, ejerciendo un efecto inhibidor de casi todas las secreciones

gastrointestinales tanto exocrinas como endocrinas.
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e GHRELINA

Durante mucho tiempo se creia que la secrecidon de GH estaba
regulada por dos péptidos hipotalamicos con acciones antagénicas como
son la GHRH y la SS. En 1976 se descubre una serie de péptidos sintéticos,
denominados secretagogos de GH (GHS), que actuan a nivel hipofisario
estimulando de forma especifica la secrecion de GH. El mas potente de

6 %> % % E| descubrimiento de estos

estos secretagogos es el GHRP-
secretagogos puso de manifiesto la existencia de una tercera via endocrina
que controlaba la secrecion de GH. Posteriormente se descubre a nivel
hipofisario un receptor unido a proteina G donde actuan los secretagogos
de GH *°. El ligando enddgeno de este receptor se ha aislado y purificado
del estdbmago de rata y posteriormente en humanos, es un péptido de 28 aa
denominado ghrelina. Su estructura tiene una cadena de acido graso en el
tercer aminoacido del extremo N- terminal que tiene importancia para

algunas de sus acciones bioldgicas °’

. El gen humano de ghrelina se
localiza en el cromosoma 3p25-26. El gen humano del receptor de ghrelina
se localiza asimismo en el cromosoma 3, en posicion q26-17 °%. El receptor
de ghrelina se expesa en el nucleo arcuato y ventromedial del hipocampo y
es altamente sensible a las concentraciones de GH; su expresién aumenta
en ratas enanas dw-dw GH deficientes y el tratamiento de éstas ratas con

GH disminuye la expresion del receptor de ghrelina *2. Se ha visto que el

receptor se expresa también en muchos tejidos periféricos como corazén,
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pulmones, higado, pancreas, intestino, tejido adiposo y sistema inmune,

indicando que ghrelina tiene multiples funciones en estos tejidos °.

La ghrelina estimula la secrecion de GH actuando de forma directa
sobre la hipdfisis, sin embargo esta secrecidbn se encuentra regulada
también a nivel hipotaldmico, asi en pacientes con lesiones organicas en el
hipotalamo presentan una secrecion de GH estimulada por ghrelina que es

insuficiente °.

Existen por tanto dos importantes secretagogos de GH: GHRH vy
ghrelina. GHRH se une al receptor de GHRH y activa la adenilato ciclasa lo
cual aumenta los niveles intracelulares de AMPc, que sirve de segundo
mensajero para activar una proteinkinasa A. Por otro lado, ghrleina actua en
el receptor de secretagogos de GH (GHS-R) activa fosfolipasa C para
generar IP3 y diacilglicerol lo cual induce un aumento del calcio

intracelular 8.

La ghrelina tiene también acciones importantes en la regulacién del
apetito, es un potente estimulador del apetito. La ghrelina se produce en los
organos gastrointestinales como respuesta al hambre y sirve como sefal
periférica para estimular la ingesta a nivel del sistema nervioso central. Los
niveles plasmaticos de ghrelina aumentan inmediatamente antes de cada

comida y descienden a sus niveles mas bajos una hora después. Ghrelina
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es, por lo tanto, una sefal de iniciacidén para la ingesta de alimentos. A nivel
gastrico, la administracion intravenosa de ghrelina induce un aumento de la

6162 A nivel

secrecion acida gastrica y estimula la motilidad gastrica
cardiovascular la administracion intravenosa de ghrelina produce un
descenso de la presion arterial sin que disminuya la frecuencia cardiaca
6364 "El papel de la ghrelina en la secrecién de insulina ain no esta
aclarado, se ha visto que inhibe la secrecion de insulina en algunos
experimentos y estimula su liberacion en otros % ¢ 7. 8889 | 55 npiveles
plasmaticos de ghrelina e insulina se encuentran ambos influenciados por la
concentracion de glucosa, asi niveles elevados de glucosa inhiben la
secrecion de ghrelina y estimulan la secrecion de insulina. Los niveles de
glucemia son importantes a la hora de realizar los estudios ya que se ha
visto que la ghrelina estimula la secrecion de insulina en presencia de

niveles elevados de glucosa (8.3 mM) pero no tiene efecto en la liberacién

de insulina con niveles de glucosa normales (2.8 mM).

En cuanto a la regulacion de la secrecion de ghrelina, el factor mas
importante que la regula es la ingesta de alimentos. Como ya vimos
anteriormente, su concentracion esta elevada en el ayuno y desciende tras

la ingesta """

. Los niveles de ghrelina aumentan también durante el suefio,
este aumento se encuentra abolido en personas obesas o deprivacién de
suefo. La concentracion plasmatica de ghrelina es baja en sujetos obesos y

alta en sujetos delgados 5%72737475.76.77
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La estimulacion de secrecion de GH por ghrelina es comparable a
GHRH, la coadministracion de ambas moléculas tiene un efecto sinérgico
en la secreciéon de GH y es el estimulo liberador de GH mas potente

conocido hasta la fecha 8.

« NEUROPEPTIDOS Y NEUROTRANSMISORES.

Los neuropéptidos, neurotransmisores y opiaceos tienen accién sobre
el hipotalamo y modulan la liberacion de GHRH y SS. La administracion de
Levodopa produce un rapido aumento del nivel sérico de GH en menos de
una hora en personas jovenes sanas. La noradrenalina aumenta la
secrecion de GH a través de vias adrenérgicas alfa e inhibe la liberacion de
hormona a través de vias adrenérgicas beta. También actuan a través de
vias adrenérgicas alfa la hipoglucemia insulinica, la clonidina, la
administracion de arginina, el ejercicio fisico, la levodopa y la arginina-

vasopresina %

En cambio, el bloqueo adrenérgico beta aumenta la
liberacion de GH inducida por GHRH, probablemente a través de un accién
hipofisaria directa o bien mediante una liberacién hipotalamica de SS. Las
endorfinas y encefalinas también estimulan la GH y pueden explicar la
liberacion de GH que se observa durante el estrés y el ejercicio fisico

intensos %°. La galanina, que es un neuropéptido de 29 aminoacidos, induce

la liberacion de GH y las respuestas a GHRH.
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El neuropéptido Y (NPY) es uno de los neurotransmisores mas
abundantes del cerebro de los mamiferos y es un componente esencial en
la via hipotaldmica de la integraciéon de la homeostasis energética "°. Su
accién mas destacada es en la regulacion de la ingesta. Las neuronas
productoras de NPY asi como las de leptina establecen sinapsis con las
neuronas de somatostatina y los antisueros contra NPY y SS revierten la

liberacién de GH inducida por el ayuno.

e SENALES METABOLICAS.

La deprivacion emocional se asocia a la supresion de la secrecion de
GH y en la depresion enddgena se observa una disminucion de las
respuestas de GH a los estimulos de provocacion °. La malnutricidn crénica
y el ayuno prolongado se asocian a un aumento en la amplitud y frecuencia
de los pulsos de GH ®'. La hipoglucemia estimula la secrecion de GH
mientras que la hiperglucemia la inhibe, sin embargo, la hiperglucemia
cronica como en una diabetes mal controlada se asocia con unos niveles

aumentados de GH.

Las comidas ricas en proteinas y la administracion de aminoacidos

aislados como arginina y leucina estimulan la secrecién de GH. El aumento

de los niveles séricos de acidos grasos libres produce una disminucion de la
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GH basal asi como la respuesta de GH ante estimulos como ejercicio fisico,

clonidina, arginina, suefio, hipoglucemia insulinica y GHRH 82838485

En la obesidad se encuentra disminuida la secrecidon de GH basal

como en respuesta a estimulos hipotalamicos e hipofisarios.

¢ OTRAS HORMONAS.

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos que se expresa
fundamentalmente en tejido adiposo blanco y parece ser la encargada de
informar al cerebro del estado de los depodsitos de grasa 2. En 1994 se
aislé el gen ob que posteriormente se demostré codificaba la hormona %°. La
leptina tiene una accion sobre la secrecion de GH, se sabe que solamente
la administracion cronica de leptina es capaz de estimular la secrecion de
GH, se sabe también que la leptina enddgena es capaz de revertir el efecto

supresor del ayuno sobre los niveles de GH.

Los glucocorticoides son inhibidores muy potentes del crecimiento
lineal en el hombre. Aunque esta inhibiciéon es probablemente multifactorial,
un componente importante es la inhibicion en la secreciéon de GH. Se ha
visto que los glucocorticoides ejercen un efecto dual sobre la secrecion de

GH, asi la administracion aguda de corticoides estimula la secrecion de GH
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mientras que el tratamiento esteroideo crénico la inhibe ®’. Posiblemente el
efecto estimulador se realice a nivel hipofisario y el inhibidor se realice a

través de la SS hipotalamica 8"%,

2. LA OBESIDAD.

La obesidad es la enfermedad metabdlica mas prevalente en la
mayoria de los paises del mundo con excepcion del africa subsahariana 8
Tiene importantes consecuencias econdmicas y sanitarias, aumenta la
prevalencia de enfermedades como diabetes tipo 2, mortalidad
cardiovascular, enfermedades malignas, morbilidad musculo esquelética y

mortalidad global %1,

La obesidad se define como un exceso de grasa corporal. En funcién
de la grasa corporal, podriamos definir como sujetos obesos aquellos
presentan porcentajes de grasa corporal por encima de los valores
considerados como normales que son del 12 al 20% en varones y del 20 al
30 % en mujeres adultas . Un indicador indirecto de la cantidad de grasa
corporal es el indice de masa corporal (IMC) que se calcula dividiendo el
peso en kilogramos entre la talla en metros al cuadrado. En términos
clinicos se define sobrepeso con un IMC de 25-29 kg/m? y se habla de
obesidad con IMC mayores de 30 kg/m? . Es el indice mas recomendado

por diversas organizaciones medicas ya que es reproductible, de facil
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utilizacién y capaz de reflejar la adiposidad en la mayoria de los individuos.
No seria util en individuos muy musculados como deportistas. En nifios se
utilizan como criterios para definir el sobrepeso y la obesidad los valores
especificos por edad y sexo del percentil 85 y 97 del IMC respectivamente
utilizando las tablas de Cole et al *°. La obesidad abdominal, u obesidad
central, refleja la cantidad de grasa visceral y se relaciona de manera

directa con la resistencia a la insulina y los eventos cardiovasculares % 9

La etiologia de la obesidad es un desequilibrio entre la energia que se
obtiene con la ingesta y la que se consume. El exceso de energia se

almacena en forma de grasa corporal.

Hay una epidemia de sobrepeso y obesidad en todo el mundo. La
prevalencia del exceso de peso esta aumentando rapidamente en todos los
paises. En la poblacion infantil y juvenil espafiolas (2 a 24 afios) se estima
de acuerdo con los resultados del estudio enKid 3, una prevalencia de
obesidad de 13.9 % y de sobrepeso de 12.4%. En conjunto obesidad y
sobrepeso suponen un 26,3%. En este grupo de edad la obesidad es
significativamente mas prevalente en varones (15.4%) que en mujeres
(12%). En la poblacion adulta (25 a 68 afios), la prevalencia de la obesidad
se estima en un 15,5%, siendo mas elevada en mujeres (17,5%) que en
hombres (13,2%). ® En la poblacion mayor de 65 afios se estima una

prevalencia de obesidad del 35% (un 30,9% en varones y un 39,8% en
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mujeres), siendo mayor en poblacion anciana no instuticionalizada (36%)

que en instuticionalizada ( 21%) %%,

En un reciente estudio se ha visto que la prevalencia global de
obesidad en Galicia es de 22.9%, (24% en hombres y 21.8% en

mujeres)'®.

La obesidad, especialmente la visceral, confiere un aumento del riesgo
de morbimortalidad, no solo cardiovascular sino también de otras causas
como es el caso del cancer o la diabetes y sus complicaciones'" %2, En Ia

mayor parte de los estudios epidemioldgicos '

se observa que la
mortalidad empieza a aumentar cuando el IMC supera los 25 kg/m?. Las
personas con un IMC superior a 30 kg/m2 presentan un aumento de entre el
50 y 100% de la mortalidad total como debida a enfermedades
cardiovasculares con respecto a la poblacion con un IMC de 20 a 25 kg/mz.
Se ha visto que la obesidad disminuye la esperanza de vida en 7 afios a la

edad de 40 afos'™ .Una pérdida de peso prolonga la vida y reduce los

riesgos en los individuos obesos.

La obesidad y el sobrepeso asocian una serie de alteraciones
endocrinas, la mayoria de los cambios son secundarios a la obesidad ya
que se pueden inducir con la sobrealimentacion y se eliminan con la pérdida

de peso. La obesidad se acompana de modificaciones en los niveles
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plasmaticos de determinadas hormonas y en cambios en sus patrones de
secrecion y/o aclaramiento. Algunas de estas alteraciones son secundarias
a la obesidad mientras que otras podrian desempefar un papel en su

patogenia.

« HORMONA DE CRECIMIENTO:

En la obesidad existe una alteracion en la secreciéon de GH, tanto en

adultos como nifios, a mayor indice de masa corporal menor es la

105, 106,107

respuesta de GH a estimulos secretores incluyendo la respuesta a

GHRH'®, Se ha visto que un aumento del aclaramiento de la GH puede ser

109

un factor aunque el principal mecanismo en la obesidad es una

alteracion en la secrecion de GH tanto espontanea como estimulada ''%'"",
La alteracion de la funcion de las somatotropas en la obesidad no es

permanente y se puede revertir con la recuperacion de un peso normal

112,113 112,114

0 con una restriccion caldrica temporal El ejemplo mas
ilustrativo de ésta reversibilidad aparece cuando los sujetos obesos son
tratados con GHRH y GHRP-6 a dosis altas, se produce un pico medio de
respuesta de GH de 40 pg/L, una respuesta masiva para los obesos '>''°,
El hecho de que las somatotropas, que han estado en un descanso
funcional durante afios o décadas de obesidad, respondan a esos estimulos

combinados indica una funcidon hormonal tréfica hipotaldmica normal y que

las somatotropas no se vuelven atréficas en la obesidad. Esta apreciaciéon
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nos indica también que un factor esta inhibiendo la liberacién de GH en la
obesidad y no su sintesis """, La causa principal de la alteracion en la
secrecion de GH en la obesidad puede ser una alteracién en el hipotalamo,
una funcion hipofisaria anormal o una perturbaciéon en las senales
periféricas que actuan a nivel hipofisario o hipotalamico. En las personas
obesas, la secrecién de GH inducida por la administracion exdgena de
ambos GHRH o GHRP-6 esta boqueada, descartando un déficit secretor de
GHRH enddégenos o del ligando natural del receptor de secretagogos de GH

57118 como factores causantes.

Se ha encontrado recientemente que la administracion de una dosis
baja de rhIGF1 inhibe la respuesta de las somatotropas a GHRH tanto en
obesos como en sujetos normales indicando que la sensibilidad de las
somatotropas al efecto inhibitorio del rhIGF1 se encuentra intacto en la
obesidad, esto hace menos probable que la hiposecrecion de GH de la
obesidad sea debida a una inhibicion de las somatotropas mayor de lo

"° " En un estudio reciente se observa

normal inducida por IGF-1 circulante
que los niveles circulantes de IGF-1 en pacientes obesas severas estaban
disminuidos, esta disminucién sin embargo es transitoria ya que los niveles

se recuperan con la pérdida de peso’®.

La reduccién de los acidos grasos libres (FFA) con acipimox, un

farmaco que disminuye los lipidos con minimos efectos secundarios,

30



aumenta de manera notable la secrecion de GH inducida por piridostigmina,
GHRH y GHRH + GHRP-6, restaurando el nivel de ésta secrecion a un 50-

I''. Estos y otros resultados nos indican que los niveles

70% del norma
elevados de FFA juegan un papel importante en la disminucion de GH en la
obesidad y sugieren que el tratamiento con inhibidores de la lipolisis podria
ser Util para restaurar la funcion somatotropa %% 2% 124125 por otro lado, la

piridostigmina, un farmaco que reduce el tono somatostatinérgico %1%

aumenta la secreciéon de GH inducida por GHRH en sujetos obesos ' 28,
Esto unido a la casi normal secrecion de GH en respuesta a hipoglucemia
en obesos "' sugiere que un aumento del tono somatostatinérgico puede

parcialmente explicar la alteracion en la funcion de las somatotropas en la

obesidad.

Este déficit relativo de GH en la obesidad puede contribuir al

12

mantenimiento de la misma '®° y se ha estudiado el tratamiento con GH

como tratamiento de la obesidad en pacientes sin déficit organico de

GH 130, 131,132.

Los niveles plasmaticos de ghrelina se encuentran disminuidos en los
humanos obesos si se compara con los normales '** 34, Se ha visto también
que los sujetos obesos no presenta el descenso en los niveles plasmaticos de
ghrelina que se ven en los normales tras la ingesta alimenticia '*°. El aumento

en los niveles plasmaticos de ghrelina tras la pérdida de peso inducida por la
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dieta es consistente con la hipétesis de que ghrelina tiene un papel en la
regulacion del peso corporal a largo plazo en humanos. El bypass gastrico
esta asociado con niveles de ghrelina suprimidos, hecho que contribuye

posiblemente a la pérdida importante de peso de dicho procedimiento .

Numerosos estudios han demostrado que el déficit de GH del adulto se
asocia con anomalias en la composicién corporal, alteraciones metabdlicas y
alteraciones en la calidad de vida ™"'®. La obesidad es probablemente el
mayor factor de confusién para el diagnéstico del déficit de GH del adulto, se
sabe que la alteracion en la secrecion de GH en la obesidad es paralela a las
alteraciones en la composicién corporal como aumento de la grasa visceral,
disminucién de masa magra y de densidad mineral 6sea ".Los sintomas del
déficit de GH son inespecificos y consisten en falta de energia, fatiga,
aislamiento social, mala capacidad de concentracion y pérdida de memoria 140,
Los signos son un aumento de la masa grasa, especialmente de abdomen y
visceras '*!, asi como disminucién de la masa magra, del contenido de agua y

de la densidad mineral osea '#?'43

especialmente en los pacientes con déficit
grave o de evolucion prolongada. Otras manifestaciones son la hiperlipemia
144145 " disminucion de la capacidad de realizar ejercicio fisico, aumento de los

factores de riesgo cardiovascular ", la adiposidad abdominal, resistencia a la

insulina ™', aumento del grosor de la capa intima de la carétida '
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Para el diagndstico de déficit de GH del adulto se necesita por tanto un
alto indice de sospecha. El inicio clinico puede ser muy lento, siendo la
insuficiencia subclinica a menudo no evidente ni para el médico ni para el
paciente. Debe realizarse un cribado en pacientes con masas en hipotalamo o
hipofisis, anomalias del desarrollo, trastornos inflamatorios, traumatismos y
cirugia. Las manifestaciones clinicas dependen de varios factores, entre ellos
el grado de déficit hormonal y si existen otros déficits hormonales asociados
asi como la rapidez de inicio del cuadro clinico. El déficit de prolactina es raro
y sus niveles habitualmente se encuentran elevados a causa de una
disminucién de las sefales inhibitorias tonicas. La disminucion de la reserva
hormonal suele comenzar por la GH, seguida a continuacion por FSH, LH,
TSH y ACTH. En pacientes con enfermedades de la hipdfisis, la GH es la
hormona mas a menudo deficitaria. Cuando se altera la secrecién de GH se

produce un déficit de GH organico.

Las determinaciones basales de la concentracién plasmaticas de GH no
tienen valor para el diagnéstico del GHD debido a las grandes fluctuaciones
intraindividuales en sus niveles, y los valores de IGF-1 Y IGFBP3 se
superponen con los valores de los individuos normales. Por lo tanto, la
mayoria de los investigadores estan de acuerdo que para el diagnéstico del
déficit de GH del adulto se necesitan test de estimulo ™ 011 |4

hipoglucemia insulinica (ITT) es el test de eleccién para el diagnostico del

GHD del adulto '*2. Se considera que existe un déficit profundo de GH cuando
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el paciente presenta una hipoglucemia sintomatica con glucosa plasmatica
menor de 40 mg/dl (2.2 mmol/l) y el pico de respuesta de GH es menor de 3
ug/L 3. Es en estos pacientes, los que tienen un pico de GH menor de 3 pg/L
durante la ITT, en los que se han observado respuestas beneficiosas del
tratamiento con GH ' %" pPyede que la ITT no sea la mejor prueba para
diagnosticar el déficit de GH del adulto. La reproducibilidad de la ITT ha sido
cuestionada en adultos normales '*°. Una referencia para la ITT podria ser
dificil de establecer, y seria dificil evaluar la posible influencia de edad, sexo,
composicion corporal y niveles de cortisol en los niveles de GH estimulados
por ITT, ya que los pacientes consideran la prueba poco agradable. Por otro
lado, la ITT es una prueba potencialmente peligrosa %7 ademas esta
contraindicada en muchas situaciones clinicas comunes en las que se puede
sospechar un déficit de GH como puede ser cardiopatia isquémica, epilepsia y
edad avanzada. Estudios recientes han valorado diferentes pruebas
alternativas para el diagnéstico del GHD del adulto'® 9 160 161. 162 y hap
encontrado que esas pruebas podrian ser utilizadas para ese fin. La
administraciéon combinada de GHRH y Arginina se ha descrito recientemente

T 153, 163, 164, 165, 166,167

como una alternativa util a la IT y se han valorado nuevos

puntos de corte para obesos mérbidos "*° .
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e OTRAS ALTERACIONES NEUROENDOCRINAS:

e EJE GONADOTROPO

i. MUJERES

La obesidad aumenta la incidencia de hiperandrogenismo y alteraciones
menstruales y reduce las ovulaciones espontaneas y la probabilidad de

embarazo 68

. Las mujeres obesas tienen mayor riesgo de desarrollar
sindrome de ovario poliquistico. De todas las mujeres con hiperandrogenismo,
un subgrupo esta constituido por mujeres  obesas, que presentan
hiperinsulinismo y una ratio LH/FSH normal "®*.

La distribucién abdominal de la grasa ' 1. 172173

parece desempefar
un papel importante en el desarrollo de estas alteraciones, ya que se asocia a
modificaciones en la secrecién y metabolismo de los andrégenos y su proteina
transportadora (SHBG). La obesidad abdominal se caracteriza por una alta
tasa de produccion de andrégenos que se unen a SHBG ' y andrégenos
que no se unen a SHBG '". El hiperinsulinismo se ha relacionado con el
desarrollo de hiperandrogenismo en las mujeres premenopausicas a traves de
sus efectos directos sobre el ovario. También como consecuencia del

hiperinsulinismo los niveles plasmaticos de SHBG disminuyen'”® ', Debido a

una mayor reduccion de las concentraciones de SHBG, el porcentaje de
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testosterona libre tiende a ser mas alto en las mujeres con obesidad
abdominal que en las mujeres con una distribucion gluteo femoral de la grasa.
La reduccién de la SHBG favorece el aumento del metabolismo de los
androégenos, de manera que, en cierta medida, el aumento en la produccion
de andrégenos se ve compensada por un aumento en su metabolismo. A
pesar de la fuerte correlacion entre hiperandrogenismo e IMC, solo las
mujeres que presentan un aumento en la actividad de la 5-alfa-reductasa

tienen mayor riesgo de desarrollar hirsutismo "’®.

Las mujeres obesas también presentan un aumento en la tasa de
produccion de estrogenos. Esto es debido a varios factores, incluyendo la
reduccion de la SHBG, la disminucién de la formacién de metabolitos inactivos
y, fundamentalmente, al aumento en la aromatizacién periférica de los
andrégenos en el tejido adiposo. Globalmente estas modificaciones
conllevan un aumento del ratio de estrégenos activos/estrégenos inactivos.
Sin embargo, los niveles plasmaticos de estrogenos estan habitualmente
dentro de los rangos normales o solo ligeramente elevados en las mujeres
obesas, especialmente en las premenopausicas. Este hecho podria deberse
a la capacidad de la grasa de almacenar estrégenos '’°. Tampoco se han
encontrado diferencias sistematicas en las concentraciones plasmaticas de
estrogenos entre mujeres con distintos patrones de distribucidén de la grasa

corporal.
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i. VARONES:

En los varones obesos los niveles plasmaticos de SHBG y testosterona
total y libre disminuyen progresivamente con el aumento de peso corporal '®.
Sin embargo, los niveles de testosterona libre se mantienen dentro del rango
normal hasta que se desarrolla una obesidad severa (IMC>40). Los niveles
plasmaticos de androstendiona y DHT son normales o estan ligeramente
disminuidos '®'. Como consecuencia del aumento de la conversion periférica
de los andrégenos de origen adrenal a estrégenos, en la obesidad masculina
existe un aumento de la tasa de produccion de estrogenos, si bien los niveles
plasmaticos de los principales estrogenos estan dentro del rango de la
normalidad o solo ligeramente elevados. También se han descrito
alteraciones en la secrecibn de gonadotrofinas, especialmente una
reduccion de la secrecion de LH, como consecuencia de la disminucién de
la amplitud de los pulsos de LH, sin que se produzcan cambios en el
numero de pulsos '®. Esta alteracion puede deberse, al menos en parte, a
la accion de los estrogenos. La disminucién de la secrecion de LH podria

explicar la disminucién de la produccién de testosterona.
A pesar de estos cambios, la mayoria de los varones obesos no

presentan signos clinicos de hipogonadismo. Este hecho se debe a que la

obesidad disminuye fundamentalmente los niveles de testosterona ligada a
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SHBG. Sin embargo, en la obesidad maérbida si se puede producir un estado

de hipogonadismo hipogonadotropo .

Aunque los niveles plasmaticos de testosterona se relacionan
inversamente con el IMC, no esta claro que la testosterona se relacione con el

patron de distribucion de la grasa corporal en los varones obesos.

e EJE CORTICOTROPO

En los sujetos con obesidad abdominal se han descrito elevaciones del
cortisol libre urinario y aumento de la respuesta del cortisol a ACTH vy al estrés
184185 Este aumento de la sensibilidad al estrés sugiere que la hiperactividad
del eje hipotalamo-hipoéfiso-adrenal (HPA) en la obesidad abdominal es de
origen central. También se ha descrito un patron de secrecién de cortisol
patolégico, con una curva diaria con niveles bajos por la mafiana pero un
patron rigido a lo largo del dia y una pobre respuesta a la inhibicién con

dexametasona '8%'87

El mecanismo fisiopatologico de la hiperactividad del eje HPA en la
obesidad abdominal podria ser una alteracién genéticamente determinada en
la secrecion de CRH, una respuesta neuroendocrina exagerada al estrés o
una combinacion de ambas. Parece que el feed-back negativo sobre el eje

HPA, a través de los receptores de glucocorticoides en el sistema nervioso
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central, juega un papel importante en esta alteracion de la secrecion de
cortisol. El polimorfismo de los genes que codifican estos receptores podria
determinar un rango de respuestas al estrés entre los distintos sujetos con

obesidad '8&189

Se ha sugerido que el hipercortisolismo funcional juega un papel
importante en el desarrollo de algunos comportamientos y alteraciones

metabdlicas asociadas a la obesidad .

El cortisol puede aumentar la
produccion hepatica de glucosa, aumentar la resistencia periférica a la insulina
y estimular la actividad de la lipoproteinlipasa en los adipocitos de la region

abdominal, con el consecuente aumento de los depdsitos de grasa

intraabdominales.

e EJE TIROTROPO

En la obesidad la funcién hipotalamo-hipéfiso-tiroidea es normal '*'. La
pérdida de peso se acompafa de las mismas modificaciones en el patron
hormonal que las que se producen en cualquier situacion de restriccion de la
ingesta caldrica (disminucion de T4 total, T3 total y libre y aumento de rT3) y
que, probablemente, representan una adaptacion para disminuir el gasto

energético y preservar la masa magra '%2.
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e PROLACTINA

Algunos autores han encontrado asociacion entre obesidad y niveles

193, 194,195

basales de PRL elevados y modificaciones de su ritmo circadiano

de secrecion '

Es mas constante, sin embargo, el hallazgo niveles
basales de PRL normales pero con una disminucion de su respuesta a

diversos estimulos.

La evidencia de que en la obesidad puede existir alguna alteracion en
la regulacion hipotalamica de la secrecion de PRL se deduce de la
alteracion de su respuesta a diversos estimulos. En algunos sujetos obesos
no se observa respuesta de PRL a la hipoglucemia insulinica, mientras que
si se produce en otros sujetos igualmente obesos '*’. Mientras algunos
autores han encontrado respuestas normales de PRL a TRH en los obesos,
otros han encontrado respuestas disminuidas, lo que podria ser sugestivo

de la existencia de una disregulacion hipotaldmica mas amplia .

Un hallazgo constante en la obesidad es la normalizacion de los
niveles plasmaticos basales de PRL en respuesta a agentes
e . 199,200 . 201 . . .
serotoninérgicos . Estos y otros estudios sugieren la existencia de
un defecto en regulacion serotoninérgica de la secreciéon de PRL en las

mujeres obesas.
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Una posible alteracién de la regulacién dopaminérgica podria explicar
la alteracién de la secrecion de PRL que se produce en algunos sujetos
obesos %°22% En un estudio en pacientes con prolactinomas se encontrd
una clara asociaciéon entre niveles elevados de PRL e IMC y entre

normalizacion de PRL post-tratamiento y pérdida de peso 2.

Otros estudios sugieren que la hiperinsulinemia podria jugar algun
papel en las alteraciones de las respuestas de PRL que se observan en la
obesidad 2%°?%_ | a ingesta y la composicion de la dieta también podrian

modificar la respuesta de PRL a distintos estimulos en los sujetos obesos.

Estos hallazgos sugieren que las modificaciones de la secrecién de
PRL que se han observado en algunos obesos podrian ser secundarias a
otras alteraciones que se presentan en la obesidad. Se desconoce si PRL
juega algun papel en la patogenia de la obesidad humana y otras

comorbilidades asociadas, como la disminucion de la fertilidad.
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Cuadro 1: Resumen de alteraciones neuroendocrinas en la obesidad

EJE SOMATOTROPO

GH Disminuida
IGF-1 Normal
Respuesta GH estimulos Disminuida

EJE GONADOTROPO

SHBG Disminuida
LH/FSH Normal®

Mujeres  Estradiol Normal
Testosterona Libre Normal o aumentada
LH / FSH Normal®

Hombres Estradiol Normal
Testosterona libre Normal”

EJE CORTICOTROPO !

Cortisol basal Disminuido
Cortisol libre urinario Aumentado
ACTH basal Normal
Respuesta a ACTH Aumentada
Supresién con DXM Disminuida
PRL
Basal Normal
Respuesta a estimulos Disminuida

* En ausencia de sindrome de ovario poliquistico *Si IMC > 40 puede
presentarse hipogonadismo hipogonadotropo Tobesidad abdominal



3. DIABETES MELLITUS TIPO 1.

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos
metabdlicos frecuentes que comparten el fenotipo de la hiperglucemia 207,
Dependiendo de la causa de la DM los factores que contribuyen a la
hiperglucemia pueden comprender una disminucién de la secrecion de
insulina, una disminucién del consumo de glucosa y un aumento de la
produccion de glucosa hepatica. En la diabetes mellitus tipo 1, se produce
una destruccion casi siempre de causa inmunolégica de la célula beta y
como consecuencia un déficit de insulina. La diabetes tipo 2, es un grupo
heterogéneo que se caracteriza por grados variables de resistencia y
alteracion de secrecion de la insulina y aumento de la produccion de

glucosa.

La diabetes constituye la primera causa de insuficiencia renal terminal,
de amputaciones no traumaticas de extremidades inferiores y de ceguera en
los adultos de los paises desarrollados. Numerosos estudios han
demostrado que con una mejoria del control glucémico se reduce de forma

importante y significativa el desarrollo de complicaciones microvasculares

208,209
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e HORMONA DE CRECIMIENTO Y CONTROL METABOLICO.

Los pacientes diabéticos tienen concentraciones de hormona de
crecimiento basales y estimuladas mas elevadas que los pacientes

normales 21927,

Las elevaciones en los niveles circulantes de GH que
presentan los pacientes diabéticos son mas llamativas en los periodos de
mal control metabdlico. Los mecanismos responsables de esta alteracion
en la secrecion de GH no son del todo conocidos. Los pacientes con
diabetes tipo 1 y mal control metabdlico se ha descrito que tienen una
concentracion integrada de GH en 24 horas mayor asi como un aumento
en la amplitud y en la frecuencia de los pulsos secretores de GH %'?. Esta
alteracién en los niveles de GH se ha relacionado en diversas ocasiones
con niveles de IGF-1 disminuidos que ejercerian un menor feedback
negativo sobre la hipofisis 2> 2'* 219218 ge ha visto que los pacientes
diabéticos presentan niveles de IGF-1, IGF-2, IGFBP3 y GHBP menores en
comparacion con sujetos normales asi como niveles de IGFBP1 y cortisol
mas elevados 2%, Estas alteraciones revierten progresivamente al iniciar
el tratamiento con insulina ?°. La insulina es esencial para que se produzcan
las acciones anabdlicas de la GH. Se sabe que la insulina regula
directamente la expresion tisular del receptor hepatico de GH 'y por otro
lado la produccion hepatica de IGF-1 depende en parte del flujo portal de

insulina, que en diabéticos se encuentra disminuido. En la diabetes, debido

a ésta insulinizacion portal insuficiente se produce una resistencia hepatica
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a la GH que se manifiesta con niveles elevados de IGFBP1, y disminucion
de los niveles de IGF-1 y bajada de la expresion tisular del receptor hepatico
de GH %'®. Se ha visto también que los pacientes diabéticos tipo 1 con
secrecion residual de insulina tienen niveles de GH menores que los que no
segregan insulina.?'® Esta secrecion anormal de GH puede contribuir al mal
control metabdlico de la diabetes, aunque el efecto de la elevaciéon crénica
de GH en el metabolismo y control de la diabetes de desconoce. Es
ampliamente conocido que la glucemia es un potente regulador de la
secrecion de GH. La hipersecrecién de GH en sujetos normales produce
una hipersecrecidon compensatoria de insulina lo que hace que se
produzcan pocos cambios en los niveles de glucemia #'°. En la acromegalia,
donde hay niveles elevados de GH, se produce una situacion de resistencia
a la insulina e intolerancia glucidica en un gran numero de pacientes. En los
sujetos diabéticos tipo 1, sin embargo, ante un aumento de GH no se
produce ese aumento compensatorio de insulina por lo que se produce un
aumento en la produccién hepatica de glucosa que eleva la glucemia basal
y postprandial 2'°. Algunos estudios describen que al mejorar el control

glucémico disminuia la concentracién integrada de GH en 24 horas 2'°.

Otros autores como Miller et al ?%°

encontraron que durante el mal control
metabdlico, los pacientes tenian un aumento en los pulsos secretores
diurnos de GH por lo que la concentracion de GH durante el dia era mayor.

Con la mejoria del control glucémico, los pulsos diurnos disminuian, sin

embargo la concentracion integrada de GH en 24 horas no se modificaba.
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Esta hipersecrecion de GH podria explicar por qué la diabetes se controla
tan mal en los jovenes en periodo de crecimiento y durante las situaciones
de estrés. ?'° Estas alteraciones en el eje GH/IGF-1 en la diabetes son
importantes también de cara al desarrollo de nuevas modalidades

terapéuticas.

Se ha estudiado el efecto del tratamiento combinado con IGF-1
recombinante subcutdneo e insulina en adolescentes diabéticos
observandose una mejoria significativa en el control glucémico, con
descenso en las cifras de HbA1c (hemoglobina glicosilada) sin efectos

2 22y 24 semanas de tratamiento %%, Haran

secundarios importantes tras 1
falta mas estudios para aclarar la relacién entre la hipersecrecion de GH, el
mal control metabdlico en la diabetes y el desarrollo de nuevas modalidades

terapéuticas que no solo mejoren el control metabdlico sino también que

prevengan el desarrollo de complicaciones cronicas.

46



e HORMONA DE CRECIMIENTO Y COMPLICACIONES CRONICAS.

Numerosos estudios en los ultimos afios han relacionado el mal control
metabdlico con el desarrollo de complicaciones microangiopaticas en los
pacientes diabéticos tipo 1y 2 2°92'°. Ademas del control metabdlico se cree
que otros factores pueden influir en el desarrollo de complicaciones

cronicas de la diabetes.

La patogenia de la retinopatia diabética se desconoce pero se ha
especulado mucho a lo largo de los anos sobre el papel de la GH en el
desarrollo de la misma 2%, La primera sospecha se produce cuando en
1954 Poulsen ?** describe un caso de recuperacion de una retinopatia
severa en una mujer joven tras una necrosis hipofisaria postparto. Estudios
posteriores sugieren que la ablacion pituitaria o la hipofisectomia enlentecen
la progresion de la retinopatia proliferativa #°. Debido a la agresividad de
los procedimientos se abandonaron los estudios en esta linea pero desde
entonces numerosos estudios han relacionado la GH e IGF-1 con el
desarrollo de complicaciones microangiopaticas en la retina. En varias
ocasiones se ha descrito que en las fases iniciales de la neovascularizacion
de la retina, los niveles de IGF-1 en plasma y vitreo se encuentran elevados
217,223, 226227 también se ha visto que los pacientes diabéticos con déficit de
GH tienen una menor incidencia de retinopatia > que los GH suficientes.

Recientemente, Koller et al ??® han descrito dos casos de retinopatia
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proliferativa en dos pacientes no diabéticos con déficit de GH a tratamiento
sustitutivo lo que relaciona de nuevo la GH con la neovascularizacion
retiniana, aunque estudios posteriores de mayor duracion y con mas
pacientes no confirmaron estos datos ?*°. Posteriormente se ha dado mas
importancia a factores angiogénicos como IGF-1, IGF-2 y VEGF (factor de
crecimiento del endotelio vascular), en el desarrollo de la retinopatia. El
VEGF es una glicoproteina de 45 KD cuya expresion se estimula por la
hipoxia y se ha visto que se encuentra elevado en vitreo en las fases
iniciales de la enfermedad proliferativa y sus niveles descienden tras la
fotocoagulacién ?*°. Se ha visto que el VEGF estimula la angiogénesis tanto
“in vivo* como “in vitro” 23!, Se cree que el IGF-1 puede modular la expresion
y el efecto del VEGF **%2 En un estudio reciente en pacientes con
resistencia a la accion de la GH de origen genético, que presentaban
niveles altos de GH con niveles bajos de IGF-1 se observo que tenian un
patron de vascularizacién retiniana anormal, con una disminucion en la
densidad vascular. Con estos datos concluyen que el IGF-1 actuaria como
factor permisivo para el desarrollo vascular normal en asociacion con otros
factores como el VEGF #*2, Se ha estudiado también los niveles de IGF-1y
VEGF en el vitreo de pacientes con retinopatia diabética proliferativa
encontrandose niveles elevados de ambos en comparacién con controles, si
bien tras corregir por la concentracion de proteinas en vitreo, las
concentraciones de IGF-1 libre son significativamente menores en los

pacientes diabéticos. Por el contrario, la concentracion de VEGF si
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permanece elevada frente al grupo control, sin correlacionarse con el IGF-1
233 Se ha visto también que la concentracion de RNA mensajero de 1GF-1
es tres veces menor en la retina de los pacientes diabéticos en comparacion
con voluntarios sanos ?**. Estudios en pacientes acromegalicos encuentran
que los niveles plasmaticos de VEGF no son mayores que los del grupo
control y no se encuentra relacion entre VEGF e IGF-1 circulantes %*°. Se
sabe que la retina tiene la capacidad de producir factores inductores e
inhibidores de la angiogénesis asi como sus receptores. La produccion local
de estos factores puede no relacionarse con sus concentraciones
plasmaticas. Seria interesante conocer el rol de cada uno de estos factores

en la homeostasis de la retina.

Se ha estudiado también la relacion entre la GH e IGF-1 vy la
afectacién renal en la diabetes. Se ha aislado un factor de crecimiento TGF-
Beta (factor de crecimiento transformador beta) que se encuentra elevado
en fases iniciales de la nefropatia y en cultivos celulares se ha visto que
estimula la produccién de colageno y fibronectina por las células
mesangiales 230 Enp algun estudio se ha relacionado la hiperperfusion e
hiperfiltrado renal con una mayor respuesta secretora de GH a GHRH %%
asi como con los niveles elevados de GH nocturnos y la disminucién en

IGF-1 que existe en la diabetes tipo 1 237:2%8:239.240
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En otros estudios, sin embargo, no se ha encontrado esa correlacion
entre IGF-1 libre y aumento del filtrado glomerular ', aunque se ha hablado
del posible papel de la produccion local de IGF-1 en el desarrollo de
nefropatia. Se sabe que sujetos con microalbuminuria presentan niveles de
IGF-1 urinario mayores que los sujetos sin microalbuminuria, a pesar de que

los niveles séricos de IGF-1 se encuentran disminuidos 23%%%!

, aunque las
concentraciones urinarias de una hormona peptidica no sélo dependen de la

concentracion local en el rifién sino también de la funcion tubular 24 .

La causalidad de la GH podria tener importantes implicaciones
terapéuticas, sobre todo en el campo de la retinopatia diabética donde se
estan llevando a cabo estudios con analogos de SS. Grant et al 2*
estudiaron el efecto del tratamiento con un analogo de SS, el octredtido, en
pacientes con retinopatia diabética avanzada observando un
enlentecimiento en la progresion de la misma. El efecto inhibitorio de la SS
sobre la proliferacion de las células endoteliales de la retina humana puede
alcanzarse independientemente de la modulacion de los niveles sistémicos
de GH e IGF-1. La propia neurorretina puede ser una fuente local de SS en
el ojo normal y por otra parte, los analogos de SS pueden inhibir
directamente el crecimiento de las células endoteliales in vivo e in vitro
244,245

o inhibir la sefial postreceptor de IGF-1 o VEGF ?*. También se ha

estudiado los efectos del tratamiento con el antagonista del receptor de GH
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(pegvisomato) en la retinopatia diabética avanzada no observando en este

caso regresion de la neovascularizacion retiniana ?*’.

El tratamiento con IGF-1 recombinante o bien la asociacién IGF-1
recombinante con |IGFBP3 con el objetivo de reestablecer las
concentraciones plasmaticas de IGF-1 en pacientes adultos con diabetes
tipo 1 se ha visto que aumenta la sensibilidad a la insulina y reduce los
requerimientos de insulina asi como disminuye la secrecién nocturna de GH
26248 En estudios recientes han estudiado también el posible efecto

renoprotector de dicho tratamiento sin que se observaran cambios en el

filtrado glomerular ni en la proteinuria 249

e SECRECION DE HORMONA DE CRECIMIENTO EN LA DM TIPO 1.

Los pacientes diabéticos tipo 1 presentan una alteracion en la
secrecion de GH que, como ya hemos visto, se cree puede estar implicada
en las complicaciones agudas y cronicas asociadas a la diabetes. En los
ultimos afios numerosos autores han estudiado la secrecion de GH en la
diabetes y la respuesta ante distintos estimulos para intentar conocer los
mecanismos implicados en esta alteracion secretora. Desde hace afos se
sabe que los pacientes diabéticos tipo 1 tienen concentraciones basales de
GH mas elevadas que los sujetos normales asi como un aumento de la

respuesta secretora ante estimulos como L-dopa, arginina vy
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ejercicio fisico ?%%'. La hiperglucemia aguda o crénica, incluso con

hiperglucemias modestas, 150 mg/dl 22

en voluntarios sanos suprime la
secrecion de GH asi como la respuesta secretora ante estimulos como la
GHRH. Se cree que el mecanismo que lo produce puede ser un aumento
en el tono SS hipotalamico. La respuesta de GH ante GHRH en DM 1 se ha
estudiado en varias ocasiones con resultados discordantes, describiéndose
en algunos casos respuestas mayores que los voluntarios sanos 2'°,
mientras que otros encontraban una respuesta igual que la de los
voluntarios sanos, siendo ésta inapropiadamente normal dada la
hiperglucemia basal de los primeros 252 Estas discrepancias de resultados
pueden ser debidas a la variabilidad de respuestas que en voluntarios sanos
presentan ante GHRH asi como a diferencias en las caracteristicas de los
pacientes como sexo, edad y control metabdlico. Asplin et al 212 describen
que los DM 1 tienen concentraciones de GH mayores y de IGF-1 menores
que voluntarios sanos y un aumento en la amplitud y la frecuencia de los
pulsos secretores de GH, concluyendo que esta alteracion se puede deber
a una disminucién en el tono SS de estos pacientes. Al mejorar el control
glucémico la GH basal se equipara con la del grupo control 253 Gjustina et
al 2" estudian la respuesta de GH tras GHRH en DM tipo 1y 2 previo
tratamiento con piridostigmina (PD). La PD es un inhibidor de la
acetilcolinesterasa que se ha visto que restablece la respuesta secretora de

GH tras GHRH en obesos '%, su mecanismo de accidn se cree que es

disminuyendo el tono SS hipotaldamico. El efecto de PD sobre la secrecién
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de GH en DM 1 varia segun como sea la respuesta previa de GH tras
GHRH. Asi los pacientes con una respuesta exagerada a GHRH la PD no
aumenta la respuesta de GH a GHRH mientras que en los que tenian
respuesta de GH tras GHRH normal si que aumentan significativamente la
respuesta secretora tras PD. Se cree que esta respuesta exagerada de
GHRH en algunos diabéticos tipo 1 refleja una disminucién en el tono SS
por lo que no responderian mas en presencia de PD. Posteriormente se ha
estudiado la respuesta ante otros estimulos como GHRP-6 y se ha visto que
los pacientes diabéticos tipo 1 mantienen la respuesta de GH a GHRP-6 vy
GHRH con cifras iguales 2 o incluso superiores ?'* a los controles a pesar
de tener niveles elevados de glucemia, lo cual en individuos normales
suprimirian la respuesta secretora de GH. Ello confirma que los diabéticos
tipo 1 tienen una secrecion anormal de GH asi como una respuesta alterada
ante distintos estimulos. Se desconoce la causa de esta alteracién aunque
se cree que puede ser debido a una disminucion en el tono SS hipotalamico
asi como unos niveles de IGF-1 menores que ejercerian un feedback
negativo menor sobre la secrecién de GH ?"". Se necesitaran mas estudios
para aclarar las causas de esta alteracién. Recientemente se ha visto que
los pacientes diabéticos tipo 1 tienen una alteracién en el aclaramiento
plasmatico de la GH lo cual también contribuye al aumento se las

concentraciones plasmaticas de GH en estos pacientes 2>,
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Las alteraciones en la secrecion de GH no son similares en los
diabéticos tipo 1 0 2. En la diabetes tipo 2 se ha descrito una respuesta de
GH ante diferentes estimulos como arginina o Ldopa disminuida frente a
controles sanos 2°°?*°. Los efectos de la hiperglucemia crénica podrian ser
distintos en la diabetes tipo 1 y 2. Se plantea la hipdtesis de que Ila
hiperglucemia aguda o cronica en un contexto de insulina normal o elevada
produce un descenso en la secrecion de GH debido a un aumento en el
tono SS hipotalamico mientras que con déficit de insulina produciria los
efectos contrarios. Se desconoce porque se producen estas alteraciones
aunque hay hipétesis que hablan de una alteracién inmunolégica de las

1 257258 |ndudablemente, el déficit de insulina

células SS en la diabetes tipo
juega un papel importante en la génesis de estas alteraciones, ya que se ha
visto que los pacientes DM 1 con secrecion residual de insulina tienen
niveles de GH menores que los que no segregan insulina 2'®. Ademas la
insulina juega un papel importante en la regulacion de la produccién

hepatica de IGF-1 asi como en la expresion del receptor tisular hepatico de

GH %8,
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[Il. OBJETIVOS:

Estudiar los mecanismos fisiopatolégicos responsables de la alteracién de la
secrecion de hormona de crecimiento en dos enfermedades metabdlicas de

elevada prevalencia, la obesidad y la diabetes mellitus tipo 1.

Para ello utilizamos diversos estimulos secretorios con los siguientes

objetivos concretos:

e Evaluar la respuesta secretora de GH al estimulo con GHRH vy el
cese de la administracion de somatostatina en pacientes obesos y
normales sanos.

e Evaluar el efecto de la administracion exégena de ghrelina sobre la
secrecion de GH basal y estimulada por GHRH en pacientes obesos
y normales.

e Evaluar la respuesta comparada de cuatro diferentes estimulos
secretorios de GH en la obesidad, el hipopituitarismo y sujetos
normales.

e Evaluar si el aumento en la secrecibn de GH en los pacientes
diabéticos tipo 1 puede ser debido a una alteracion en el efecto

inhibitorio que ejercen los acidos grasos libres.
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. MATERIAL Y METODOS.
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. MATERIAL Y METODOS:

Han participado un total de 23 pacientes obesos, 6 diabéticos tipo 1,

8 pacientes con hipopituitarismo y 29 voluntarios sanos como grupo control.

Todos los estudios se realizaron ajustandose a las normas
internacionales de investigacion en seres humanos y con el consentimiento
informado de los participantes tras haber sido informados del objetivo del

estudio y de los riesgos potenciales de las pruebas.

Las pruebas comenzaron a las 9:00 de la mafiana con el sujeto en
decubito supino y tras una noche de ayuno. Se colocé un catéter iv. en una
vena del antebrazo, que se mantuvo permeable con infusién lenta de suero
salino ( CLNa 150 mmol/l) tras una espera de 15 minutos se procedio a la
primera extraccidon de sangre efectuandose las siguientes a intervalos

regulares. El estimulo se administr6 en el tiempo 0.

Las pruebas fueron realizadas en orden aleatorio y separadas entre
ellas por al menos una semana. En cada extraccion se obtuvo 6ml de
sangre que se centrifugé a 500 g durante 10 minutos. El suero obtenido se

conservo congelado a —20 grados hasta su analisis.
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La obesidad se defini6 por un indice de masa corporal (I.M.C.)
superior a 30 Kg/m? Ninguno de los pacientes obesos o normales
estudiados tenian diabetes mellitus ni otra endocrinopatia o problema
médico. Asimismo ningun paciente obeso estaba tomando ninguna
medicacion. Se indicd a los pacientes que continuaran realizando su
régimen de comida habitual mientras duraban las pruebas con el fin de

mantener un peso estable durante las mismas.

El diagnéstico de hipopituitarismo se establecioé por un antecedente de
lesion estructural hipotalamica o hipofisaria tratada con cirugia y /o
radioterapia necesitando posteriormente tratamiento hormonal sustitutivo
para déficit tiroideo, adrenal o gonadal. Todos los pacientes con
hipopituitarismo presentaron una respuesta alterada a la hipoglucemia
insulinica (ITT) (0.1 U/Kg., iv) con un pico de secrecion de GH menor de
3 ug/L. Los pacientes recibieron dosis fisioldgicas sustitutivas de L —tiroxina
y/o glucocorticoides y/o esteroides gonadales cuando asi lo precisaron. Los
diagndsticos etioldgicos de los pacientes con hipopituitarismo fueron los
siguientes: cuatro adenomas hipofisarios no funcionantes, un
macroprolactinoma hipofisario tratado con cirugia, un sindrome de Sheehan,

una silla turca vacia y un hipopituitarismo idiopatico.
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Los pacientes diabéticos tenian una duracion media de la diabetes de
8.4+2.5 afos. El nivel medio de HbA1c en el momento de realizar las
pruebas fue de 7.6£0.6% (normal <5.5%). Los pacientes estaban recibiendo
dos o tres inyecciones diarias de insulina. Ningun paciente tenia evidencia
clinica ni bioquimico de nefropatia. Ningun paciente estaba tomando otra

medicacion a parte de la insulina antes ni durante las pruebas.
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EXPERIMENTO 1:

SECRECION DE GH TRAS ESTIMULO CON GHRH EN PACIENTES

NORMALES.

Se estudid un grupo de siete sujetos normales (6 mujeres y 1 hombre)
sanos, con una edad media de 34.5 £2.1 aflos y un IMC medio de 20.1
0.6.

Cada paciente fue sometido a dos pruebas en dos dias diferentes y
separados entre ellas por al menos una semana:

1. Perfusién continua de 150mmol/ NACL del minuto O al 90 seguida
por la administracion de un bolo de placebo i.v. en el minuto 90 tras
la suspension de la perfusion.

2. Perfusién continua de 150mmol/ NACL del minuto O al 90 seguida
por la administracion de un bolo de GHRH (100 pg i.v.) en el minuto
90 tras la suspension de la perfusion.

Las extracciones sanguineas se realizaron a intervalos regulares. Se

determiné GH, Glucosa e insulina en cada tiempo.
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EXPERIMENTO 2:

SECRECION DE GH TRAS ESTIMULO CON GHRH EN PACIENTES

OBESOS.

Se estudié un grupo de siete pacientes obesos sanos (6 mujeres, 1
hombre), con una edad media de 34.7+4.8 y un |.M.C. medio de 32.2 + 2.3.

Cada paciente fue sometido a dos pruebas en dos dias diferentes y
separados entre ellas por al menos una semana:

1. Perfusién continua de 150mmol/ NACL del minuto O al 90 seguida
por la administraciéon de un bolo de placebo i.v. en el minuto 90 tras
la suspension de la perfusion.

2. Perfusién continua de 150mmol/ NACL del minuto 0 al 90 seguida
por la administracion de un bolo de GHRH (100 pg i.v.) en el minuto

90 tras la suspension de la perfusion.

Las extracciones sanguineas se realizaron a intervalos regulares. Se

determiné GH, Glucosa e insulina en cada tiempo.
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EXPERIMENTO 3:

SECRECION DE GH TRAS ESTIMULO CON GHRH Y SUSPENSION
DE LA ADMINISTRACION DE SOMATOSTATINA EN SUJETOS

NORMALES.

En este estudio participaron 7 pacientes sanos delgados (6 mujeres y
1 hombre) con una edad media de 30.5+2.9 afios y un |.M.C. medio 20.3
0.9 Kg/m?.
Cada paciente fue sometido a las siguientes pruebas:
1. Perfusién de somatostatina (500 pg i.v. del minuto 0 al 90) y
administracion de bolo de placebo iv tras el cese de la perfusién.
2. Perfusién de somatostatina (500 pg i.v. del minuto 0 al 90) y
administracion de GHRH (100 ug ) en bolo i.v. en el minuto 90 tras el

cese de la perfusion.

Las extracciones sanguineas se realizaron a intervalos regulares. Se

determiné GH, Glucosa e insulina en cada tiempo.

63



EXPERIMENTO 4:

SECRECION DE GH TRAS ESTIMULO CON GHRH Y SUSPENSION
DE LA ADMINISTRACION DE SOMATOSTATINA EN PACIENTES

OBESOS.

En este estudio participaron 7 pacientes obesos sanos (6 mujeres y 1
hombre), con una edad media de 39.9+4.2 y un IMC medio de 36.1 + 7.7
Kg/m?*

Cada paciente fue sometido a las siguientes pruebas:

1. Perfusién de somatostatina (500 pg i.v. del minuto 0 al 90) y
administracion de bolo de placebo i.v. tras el cese de la perfusion.

2. Perfusién de somatostatina (500 pg i.v. del minuto 0 al 90) y
administracion de GHRH (100 pg) en bolo i.v. en el minuto 90 tras el

cese de la perfusion.

Las extracciones sanguineas se realizaron a intervalos regulares. Se

determiné GH, Glucosa e insulina en cada tiempo.
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EXPERIMENTO 5:

ESTUDIO DE LA SECRECION DE GH TRAS LA ADMINISTRACION
DE GHRELINA SOLA O COMBINADA CON GHRH EN SUJETOS

NORMALES.

Estudiamos seis mujeres normales sanas con una edad media de
29+3,4 afios y un .M.C. medio de 20.3 + 0.9 Kg/m?.
Cada paciente fue sometida a las siguientes pruebas:
1. Administracion de Ghrelina 100 pg i.v. en el minuto 0.
2. Administracion de GHRH 100 pg i.v. en el minuto 0.
3. Administracion de Ghrelina 100 ug i.v.+ GHRH 100 ug i.v. en el
minuto 0.
Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinacién de GH (ug/L).
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EXPERIMENTO 6:

ESTUDIO DE LA SECRECION DE GH, TRAS LA ADMINISTRACION
DE GHRELINA SOLA O COMBINADA CON GHRH EN PACIENTES

OBESOS.

Estudiamos seis mujeres obesas, con una edad media de 31+3,4 afios
y un I.M.C. medio de 37,5 + 2Kg/m?.
Cada paciente fue sometida a las siguientes pruebas:
1. Administracion de Ghrelina 100 pg i.v. en el minuto 0.
2. Administracion de GHRH 100 pg i.v. en el minuto 0.
3. Administracién de Ghrelina 100 pg i.v. + GHRH 100 pg i.v. en el
minuto 0.
Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinaciéon de GH (ug/L).
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EXPERIMENTO 7:

ESTUDIO DE LA RESPUESTA DE INSULINA Y GLUCEMIA TRAS

LA ADMINISTRACION DE GHRELINA SOLA © COMBINADA CON GHRH

EN PACIENTES OBESOS.

Estudiamos seis mujeres obesas, con una edad media de 31+3,4 afios

y un |.M.C. medio de 37,5 + 2Kg/m?.
Cada paciente fue sometida a las siguientes pruebas:
1. Administracion de Ghrelina 100 pg i.v. en el minuto 0.
2. Administracion de Placebo 100 ug i.v. en el minuto 0.
3. Administracion de Ghrelina 100 pg i.v.+ GHRH 100 pg i.v. en el

minuto 0.

Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinacién de glucemia e insulina.
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EXPERIMENTO 8:

RESPUESTA A DIFERENTES ESTIMULOS DE SECRECION DE GH

EN NORMALES.

Estudiamos 10 sujetos normales sanos (5 mujeres y 5 hombres) con
una edad media de 48.1% 2.8 afios.
Cada paciente fue sometido a cuatro pruebas,:
1. Hipoglucemia insulinica (0.1 U/kg, iv, 0 min; 0.15 U/kg para obesos).
2. Administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0.
3. Administracion de Acipimox 250 mg v.o. en el minuto — 270 y - 60y
administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0.
4. Administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0 mas GHRP-6 100
Mg iv en el minuto 0.

La GH se determiné por RIA.
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EXPERIMENTO 9:

RESPUESTA A DIFERENTES ESTIMULOS DE SECRECION DE GH

EN ADULTOS CON HIPOPITUITARISMO.

Estudiamos 8 adultos con hipopituitarismo (4 mujeres y 4 hombres)
con una edad media de 48.8+1.4 arios.
Cada paciente fue sometido a cuatro pruebas:
1. Hipoglucemia insulinica (0.1 U/kg, iv, 0 min; 0.15 U/kg para obesos).
2. Administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0.
3. Administracion de Acipimox 250 mg v.o. en el minuto — 270 y - 60y
administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0.
4. Administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0 mas GHRP-6 100
Mg iv en el minuto 0.

La GH se determiné por RIA.
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EXPERIMENTO 10:

RESPUESTA A DIFERENTES ESTIMULOS DE SECRECION DE GH

EN OBESOS.

Estudiamos 10 pacientes obesos sanos ( 5 mujeres y 5 hombres) , con
una edad media de 48.1+ 2.5 afios y un IMC medio de 34.2+1.2 kg/m?.
Cada paciente fue sometido a cuatro pruebas:
1. Hipoglucemia insulinica (0.1 U/kg, iv, 0 min; 0.15 U/kg para obesos)
2. Administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0.
3. Administracion de Acipimox 250 mg v.o. en el minuto — 270 y - 60y
administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0.
4. Administracion de GHRH 100 pg iv en el minuto 0 mas GHRP-6 100
Mg iv en el minuto 0.

La GH se determiné por RIA.
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EXPERIMENTO 11:

EFECTO DE LA REDUCCION DE ACIDOS GRASOS LIBRES CON
ACIPIMOX SOBRE LA SECRECION DE GH INDUCIDA POR GHRH EN

CONTROLES NORMALES SANOS.

Estudiamos 6 pacientes normales sanos (3 mujeres, 3 hombres) con
una edad media de 34+2.6 afios y un IMC medio de 23.1+1.5 kg/m?.
Cada paciente fue sometido a las siguientes pruebas:
1. Administracion de placebo v.o. en el minuto 0 y 120 y GHRH i.v. en
el min. 180.
2. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
placebo i.v. en el minuto 180.
3. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
GHRH (1pg/Kgi.v.) en el minuto 180.
Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinacion de GH.
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EXPERIMENTO 12:

EFECTO DE LA REDUCCION DE ACIDOS GRASOS LIBRES CON

ACIPIMOX SOBRE LA SECRECION DE GH EN DIABETICOS TIPO 1.

Estudiamos 6 pacientes diabéticos tipo 1 (3 mujeres, 3 hombres) con
una edad media de 30+2.1 afios y un IMC medio de 23.1+1.5 kg/m?.
Cada paciente fue sometido a las siguientes pruebas:
1. Administracion de placebo v.o. en el minuto 0 y 120 y placebo i.v
en el min. 180.
2. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
placebo i.v. en el minuto 180.
3. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
GHRH (1pg/Kgi.v.) en el minuto 180.
Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinacion de GH.
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EXPERIMENTO 13:

EFECTO DE LA REDUCCION DE ACIDOS GRASOS LIBRES CON
ACIPIMOX SOBRE LA GLUCEMIA, ACIDOS GRASOS LIBRES E IGF-1

EN CONTROLES NORMALES SANOS.

Estudiamos 6 pacientes normales sanos (3 mujeres, 3 hombres) con
una edad media 34+2.6 afios y un IMC medio de 23.1+1.5 kg/m?.
Cada paciente fue sometido a la siguientes prueba:
1. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
placebo i.v. en el minuto 180.
2. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
GHRH (1pg/Kgi.v.) en el minuto 180.
3. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
GHRH (1pg/Kgi.v.) en el minuto 180.
Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinacién de acidos grasos libres, IGF 1 basal y glucemia,
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EXPERIMENTO 14:

EFECTO DE LA REDUCCION DE ACIDOS GRASOS LIBRES CON
ACIPIMOX SOBRE LA GLUCEMIA, ACIDOS GRASOS LIBRES E IGF-1

EN DIABETICOS TIPO 1:

Estudiamos 6 pacientes diabéticos tipo 1 (3 mujeres, 3 hombres) con
una edad media de 30+2.1 afios y un IMC medio de 23.1+1.5 kg/m?.
Cada paciente fue sometido a la siguiente prueba:
1. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
placebo i.v. en el minuto 180.
2. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
GHRH (1pg/Kgi.v.) en el minuto 180.
3. Administracion de acipimox (250 mg v.0.) en el minuto 0, 120 y
GHRH (1pg/Kgi.v.) en el minuto 180.
Se tomaron muestras de sangre a intervalos regulares para la

determinacién de acidos grasos libres, IGF1 basal y glucemia .
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e DETERMINACIONES HORMONALES

Las determinaciones plasmaticas hormonales de GH se realizaron
mediante técnicas de inmunoquimioluminiscencia (Immulite, EURO/DPC)
(factor de conversion para unidades del Sl pg/l x 2.6 = mlU/l) con una
sensibilidad de 0.01 pg/L y con coeficientes de variacién entre las pruebas

de 5.3%, 6% y 6.5% para niveles de GH bajo, medio y alto respectivamente.

Las determinaciones plasmaticas de IGF-1 se realizaron mediante
radioimmumoanalisis (Nichols Institute, San Juan Capistrano. CA, USA)
con coeficientes de variacion entre las pruebas de 4.8%, 5.2% y 4.4% para

niveles plasmaticos de IGF-1 bajos, medios y altos respectivamente.

La glucemia plasmatica (mmol/l) se determine con un método de

glucosa oxidasa automatico (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

La insulina (mU/L) se determiné con inmunoquimioluminiscencia
(Immulite 2000 Insulin, DPC, Los Angeles, CA, USA) con coeficientes de
variacion intraprueba de 5.5%, 3.3% y 3.7% para niveles de insulina bajos,

medios y altos respectivamente.

Los niveles plasmaticos de acidos grasos libres se determinaron por

un método enzimatico colorimétrico (NEFA-HA, Wako, Zaragoza, Espana).

75



Todas las muestras de cada paciente fueron analizadas en el mismo
aparato. Los niveles hormonales se presentan como valores absolutos o
como pico de GH medio. El area bajo la curva se calculé por el método

trapezoidal.

¢ FARMACOSY DOSIS

Somatostatina: Somiaton, ampollas 250 ug, Serono, Madrid, Espafia.

GHRH: Geref, GRF 1-29, ampollas 50 ug, madrid, espana.

Acipimox: Olbetam, capsulas 250 mg, Marino del Tronto, Italia.

Ghrelina: Ghrelina, ampollas 90 ug, Europeptides, Argenteuil, Francia

e ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos se presentan en forma de media +/- error estandar. El
analisis estadistico se realizé por medio de pruebas no paramétricas, en el
caso de muestras apareadas se utilizd el test de wilcoxon y para muestras
no apareadas el test de Mann-Whitney. El nivel de significacién estadistica
se estableci6 en p<0.05, en algunos casos de multiples analisis-

correlaciones se establecié una p<0.01 como significativa.

76



77

V. RESULTADOS:



IV. RESULTADOS:

EXPERIMENTO 1y 2:

EL estimulo con GHRH produce un pico medio de secrecion de GH en
controles normales de 2516.8 pg/L, con un area bajo la curva (AUC) media
de GH (ng/Lx120 min) de 1583.8+208.1.

La secrecion de GH estimulada con GHRH se encuentra disminuida en
pacientes obesos, con un pico medio de secrecion de GH de 3.9%1.5
Mg/L.(p<0.05 respecto a normales) y un AUC 292.1£123.4 (p<0.05 respecto
a normales).

Si comparamos la respuesta de normales y obesos tras GHRH, se
encuentra  significativamente disminuida en obesos comparado con
normales (p<0.05) con un pico medio de GH de 251+6.8 ug/L y 3.9+1.5 ug/L.

respectivamente.
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EXPERIMENTO 3y 4:

El cese de la perfusion de somatostatina (SSIW) produjo un pico medio
de secrecion de GH de 3.1+1.5 ug/L. en normales y un AUC de 276.1+£32.9.
El estimulo con GHRH tras la SSIW produce un pico medio de secreciéon de
GH en controles normales de 23.3+4.4 pg/L, con un AUC de 1111.2+215.6.,
significativamente mayor que la respuesta tras SSIW (3.1+£1.5 pg/L. p<0.05)
6 GHRH (15.8 +2.1 pg/L p<0.05) solos.

El cese de la perfusion de somatostatina produce una minima
respuesta secretora en obesos con un pico medio de secrecion de GH de
1.0£0.4 pg/L, AUC 43.9+11.5. El estimulo con GHRH en obesos tras la
SSIW produce un aumento en la secrecion de GH, con un pico medio de
4.3+0.9 pg/L y un AUC de 137.9+28.7, significativamente mayor que la
respuesta tras SSIW sola (p<0.05) pero no tras GHRH solo (p=NS).

Si comparamos la respuesta de normales y obesos tras SSIW solo, se
encuentra disminuida en ambos con un pico medio de GH de 3.1£1.5 ug/L y
1.0£0.4 ng/L para normales y obesos respectivamente y un AUC media de
276.1+£32.9 y 43.9411.5 para normales y obesos respectivamente (p<0.05).
Si comparamos la respuesta de normales y obesos tras SSIW y GHRH, se
encuentra disminuida en obesos comparado con normales (p<0.05) con un
pico medio de GH de 23.3t4.4 ug/L y 4.3+0.9 ug/L para normales y obesos
respectivamente y un AUC media de 1111.2+215.6 y 137.9128.7 para

normales y obesos respectivamente (p<0.05).
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Considerando los resultados de manera individual, el pico de secrecién
de GH tras SSIW esta claramente disminuido en todos los pacientes obesos
y ligeramente aumentados en los controles normales. Asimismo,
individualmente, el pico de GH tras SSIW +GHRH se encuentra reducido en
todos los pacientes obesos si lo comparamos con los normales, siendo el
pico de respuesta mas alto de GH para obesos 8.1 ug/L y el mas bajo para

normales de 10.3 ug/L.
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Fig 1: Niveles de GH (ug/L) (media £ES) plasmatica en normales (m)

y obesos(e) tras la administracién de perfusion de SS y placebo.
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Fig 2: Niveles de GH (pg/L) (media £ES) plasmatica en normales (o)

y obesos(o) tras la administracién de perfusiéon de SS y GHRH.
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Fig 3: Niveles de GH (pg/L) (media £ES) plasmatica en sujetos
normales tras la administracion de SS (SSIW) (o), GHRH (A) o

SSIW+GHRH (o)
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Fig 4: Niveles de GH (ug/L) (media £ES) plasmatica en sujetos obesos tras

la administracién de SS (SSIW) (), GHRH (A ) 0 SSIW+GHRH (m)
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EXPERIMENTO 5 Y 6:

La administracion de GHRH produjo un pico medio de secrecién de
GH en controles normales de 25.5+2.8 ug/L. El area bajo la curva (AUC)
media de GH (ug/Lx120 min) tras la administracion de GHRH en normales

fue de 1583.9+ 208.1.

La secrecion de GH tras la administraciéon de ghrelina en normales
produjo un pico medio de 70.1+14.4, que fue significativamente mayor que
la respuesta tras GHRH solo.(p<0.05). EI AUC media de GH tras la
administracion de ghrelina en controles normales fue de 3847.2+908.4,
significativamente mayor que la respuesta tras GHRH solo (p<0.05).

La administracion combinada de GHRH y ghrelina en controles
normales produjo un pico medio de secrecion de GH de 139.5+29.7
significativamente mayor que la respuesta tras GHRH o ghrelina
s0l0s.(p<0.05). El AUC media tras la administracion combinada de GHRH y
ghrelina fue de 10204.5+2118.8, significativamente mayor que la respuesta

tras GHRH o ghrelina solos. (p<0.05).

Tras GHRH, el pico medio de secrecion de GH en pacientes obesos
fue de 3.91%1.4. El AUC media de GH tras la administracion de GHRH en
obesos fue de 292.1£123.4. La administracion de ghrelina produjo un pico

medio de secrecion de GH en obesos de 32.7x11.1, que fue
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significativamente mayor que la respuesta tras GHRH solo (p<0.05). El AUC
media de GH tras la administracion de ghrelina en obesos fue de
1451.7+434 .1, significativamente mayor que la respuesta tras GHRH sola
(p<0.05). La administracion combinada de GHRH y ghrelina en obesos
produjo un pico medio de secrecion de GH de 50.5+15.2, que fue
significativamente mayor que la respuesta tras GHRH (p<0.05) o ghrelina
(p<0.05). EI AUC media de GH en obesos tras la administracion combinada
de GHRH y ghrelina fue de 2279.3+802.3, significativamente mayor que la

respuesta tras GHRH o ghrelina solos (p<0.05).

Si comparamos la respuesta en controles normales y pacientes obesos
tras GHRH solo, estd marcadamente disminuida en obesos (p<0.05) con un
pico medio de GH de 25.5+2.8 y3.91+1.4ug/L para normales y obesos
respectivamente. (p<0.05) y un AUC media de 1583.8+208.1 y 292.1+123.4

para normales y obesos respectivamente. (p<0.05).

Si comparamos la respuesta de normales y obesos tras ghrelina solo,
esta disminuida en obesos con un pico medio de GH de 70.1x144 vy
32.7+11.1 para normales y obesos respectivamente (p<0.05) y un AUC
media de 3847.2+908.4 y 1451.74434.1 para normales y obesos
respectivamente.(p<0.05). Si comparamos la respuesta de normales y
obesos tras GHRH y ghrelina se encuentra disminuida en obesos con un

pico medio de GH de 139.5+29.7 y 50.5+15.2 para normales y obesos
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respectivamente  (p<0.05) y un AUC media de 10204.5+2118.5 vy

2279.3+802.2 para normales y obesos respectivamente (p<0.05).

Los niveles de IGF-1 medios (con rango) fueron de 230 (210-270) y

212 (200-272) para normales y obesos respectivamente sin que hubiera

diferencias significativas entre ambos niveles.
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Fig 5: Niveles de GH (ug/L) (media £ES) plasmatica en controles normales
tras la administracion de, placebo (A), GHRH(¢) , ghrelina(o) o

ghrelina+GHRH (o)
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Fig 6: Niveles de GH (pg/L) (media £tES) plasmatica en pacientes obesos
tras la administracion de placebo(A), GHRH(e), ghrelina(m) o

ghrelina+GHRH (o)
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EXPERIMENTO 7:

En pacientes obesos, los niveles de glucosa basales (mmoll/l,
mediatSEM y rango) fueron 4.710.2 (4.2-5.4), 4.7t0.2 (4.1-54) y 4.9+0.3
(3.9-6.1), tras placebo, ghrelina y ghrelina+ GHRH respectivamente vy
similares en las tres pruebas. Los niveles de insulina basales (mUI,
mediatSEM vy rango) fueron 12.845.1 (4.5-22.5), 10.4£1.4 (5.5-15.5) y
10.7+2.4 (2.3-18.7), tras placebo, ghrelina y ghrelina + GHRH
respectivamente, y similares en las tres pruebas. Los niveles de GH basal
(ug/l, mediatSEM vy rango) fueron 1.5+0.7 (0.1-3.8), 2.2+1.4 (0.1-3.6) y
29+1.3 (0.1-4.7), tras placebo, ghrelina y ghrelina + GHRH
respectivamente, y similares en las tres pruebas. Los niveles de IGF-1
basales (ug/l) fueron 237+12.

El pico medio de secrecion de glucosa (mmol/l) tras placebo fue de
4.9+0.20.

El pico medio tras la administracion de ghrelin fue de 5.1%£0.2, sin
diferencias significativas con respecto a la respuesta tras placebo.(P=NS).

El pico medio de glucosa tras la administracién de ghrelina+ GHRH en
obesos fue de 5.1+0.2, sin diferencias significativas con respecto a la
respuesta tras placebo (p=NS). El area bajo la curva media ( A AUC
(mmol/I‘min)) fue de -15.3+10.9, 18.5£13.2 y -1.1+8.4 tras placebo, ghrelina
y ghrelina + GHRH respectivamente, no hubo diferencia estadisticamente

significativa entre las distintas pruebas.(p=NS)
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El pico medio de secrecion de insulina (mU/I) en obesos tras placebo
fue de 16.1+6.1. El pico medio de insulina tras la administracién de ghrelina
fue de 12.3+1.6, sin diferencias significativas con la respuesta tras placebo
(p=NS). EIl pico medio de secrecién de insulina tras la administracién de
ghrelina + GHRH fue de 11.1£2.7, sin diferencias significativas con la
respuesta tras placebo (P=NS). EI A AUC (mU/I'min) media fue de -
1961183, -126+114 y -904+82, tras placebo, ghrelina y ghrelina + GHRH
respectivamente, no hubo diferencias significativas entre las distintas

pruebas.
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Fig 8: Niveles de glucosa (mmol/L) (media tES) plasmatica en pacientes
obesos tras la administracion de, placebo (A), ghrelina(m) o

ghrelina+GHRH (o)
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Fig 9: Niveles de insulina (mU/L) (media tES) plasmatica en pacientes

obesos tras la administracion de, placebo (A), ghrelina(m) o

ghrelina+GHRH (o)
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EXPERIMENTO 8,9y 10:

El pico medio de secrecion de GH tras la hipoglucemia insulinica (ITT)
fue de 1.5+0.3 pg/L para pacientes con hipopituitarismo, 10.1+£1.7 ug/
(p<0.05 sobre hipopituitarismo) para obesos y 17.8+2.0 ug/L (p<0.05 sobre
hipopituitarismo) para normales. El pico medio de secrecién de GH inducida
por GHRH fue de 2+0.7 pg/L para hipopituitarismo, 3.9+1.2 ug/L (p=NS
sobre hipopituitarismo) para obesos y 22.2+3.8 ug/L (p<0.05 sobre
hipopituitarismo) para normales. Tras la administracion de GHRH vy
acipimox, el pico medio de secrecion de GH fue de 3.3x1.4 pg/L para
hipopituitarismo, 14.2+2.7 ug/L (p<0.05 sobre hipopituitarismo) para obesos
y 35.11£5.2 ug/L (p<0.05 sobre hipopituitarismo para normales. El pico medio
de GH tras GHRH + GHRP-6 fue de 4.1£0.9 pg/L para hipopituitarismo,
38.51+6.5 ug/L (p<0.05 sobre hipopituitarismo) para obesos y 68.1+5.5 pg/L
(p<0.05 sobre hipopituitarismo) para pacientes normales.

La administracion de acipimox produjo una reduccion de los acidos
grasos libres durante toda la prueba y de manera similar en obesos,
hipopituitarismo y normales.

El diferencial entre normales y pacientes con hipopituitarismo para
GHRH + GHRP-6 (64 pg/l) fue mayor (p<0.05) que el de ITT (16.3 pg/l),
GHRH (20.2 ug/l) y GHRP+Ac (31.8 ug/l). El diferencial entre obesos y
hipopituitarios para GHRH+GHRP-6 (34.4 pg/l) fue mayor (p<0.05) que el de

ITT (8.6 pg/l), GHRH (1.9 pg/l) and GHRP+Ac (10.9 ug/l). Considerando los
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resultados de manera individual, tras ITT la respuesta maxima en pacientes
con hipopituitarismo fue de 2.5 pg/l, esta respuesta fue menor que la
respuesta minima en sujetos normales de 10.3 ug/l pero mayor que la
respuesta minima en obesos 2.3 pg/l. tras GHRH la respuesta maxima en
hipopituitarismo fue de 2.7 ug/l, esta respuesta fue menor que la respuesta
minima en normales de 9.9 ug/l pero mayor que la respuesta minima en
obesos de 0.7 ug/l. Tras GHRH+acipimox, la respuesta maxima en
hipopituitarismo fue de 7.1 ug/l, esta respuesta fue menor que la respuesta
minima en normales de 12.8 ug/l pero mayor que la respuesta minima en
obesos de 6.2 ug/l. Sin embargo, tras GHRH+GHRP-6 la respuesta
maxima en hipopituitarismo fue de 7.5 pg/l, esta respuesta fue menor que la
respuesta minima en normales de 31.9 ug/l y también que la respuesta

minima en obesos de 14.7 ugl/l.
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Fig 10: Niveles de GH (ug/L) (media +ES) plasmatica tras ITT,GHRH,
GHRH+acipimox y GHRH+ GHRP6 en sujetos con hipopituitarismo(Z),

sujetos obesos(m) y controles normales(o)
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EXPERIMENTO 11y 12:

En controles normales sanos, el pico medio de GH (ug/l) tras acipimox
fue de 15.8x 3.7. El pico medio de GH tras GHRH fue de 23.7+ 5.1. El AUC
de GH en controles tras acipimox fue de 1339+ 292 y tras GHRH de 1528+
330. La administracién de acipimox+GHRH produjo un pico medio de
secrecion de GH de 43.1t+ 9.8, significativamente mayor que la respuesta
tras acipimox solo (p<0.05) 6 GHRH solo (p<0.05). EI AUC de GH tras la
administracion combinada de GHRH + acipimox fue de 30311669,
significativamente mayor que la respuesta tras acipimox solo (p<0.05) 6
GHRH solo (p<0.05).

En pacientes diabéticos, el pico medio de GH (pg/l) tras acipimox fue
de 25.1+ 6.8. El pico medio de GH tras GHRH fue de 25.5+3.7. EI AUC de
GH en diabéticos tras acipimox fue de 2516+606 y tras GHRH de 1821+311.
La administracion de acipimox+GHRH produjo un pico medio de secrecién
de GH de 89.9+9.6 significativamente mayor que la respuesta tras acipimox
solo (p<0.05) 6 GHRH solo (p<0.05). El AUC de GH tras la administracion
combinada de GHRH + acipimox fue de 7311+£1154, significativamente
mayor que la respuesta tras acipimox solo (p<0.05) 6 GHRH solo (p<0.05).

Si comparamos el AUC de GH en normales y diabéticos, la respuesta
de GH a GHRH fue similar en ambos grupos, con un AUC de 15281320 y
18211311 para controles y diabéticos tipo 1 respectivamente. Sin embargo,

la respuesta de GH tras acipimox esta aumentada en diabéticos tipo 1 con
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un AUC de 13391292 y 2515606 para normales y diabéticos
respectivamente (p<0.05). La respuesta de GH tras acipimox + GHRH esta
incrementada en diabéticos tipo 1 con un AUC para GH de 3031+669 vy

7311+1154 para normales y diabéticos respectivamente (p<0.05)
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Fig 11: Niveles de GH (pg/L) (media £ES) plasmatica en sujetos normales

tras la administracion de, acipimox(o), GHRH (A) o acipimox+GHRH(o).

100



—a— ACIPIMOX
120 —A— GHRH

—e— AC+GHRH

=

(@]

=

T

O]

0 60 120 180 240 300
Tiempo( min)

Fig 12: Niveles de GH (ug/L) (media tES) plasmatica en diabéticos tipo 1

tras la administracion de acipimox (m), GHRH (A) o acipimox+GHRH(e).
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EXPERIMENTO 13y 14:

En controles normales sanos, los niveles medios basales de acidos
grasos libres (FFA) (mmol/L) fueron 0.54+0.11; 0.55+0.12 y 0.59+£0.11 antes
de GHRH, GHRH + acipimox y acipimox solo respectivamente, sin
diferencias significativas entre los tres dias de las pruebas. En los diabéticos
tipo 1, los niveles medios basales de FFA (mmol/L) fueron de 0.68+0.10;
0.70£0.12 y 0.66+£0.12 tras GHRH, GHRH + acipimox 6 acipimox sélo
respectivamente, sin diferencias significativas entre los tres dias de las
pruebas y sin diferencias significativas con los niveles de los normales.

La administracion de acipimox indujo una reduccion de los FFA
durante toda la prueba. En controles normales, el area bajo la curva (AUC
mmol/Lx 120 min) tras placebo + GHRH fue 107+£15.2 significativamente
mayor que tras pretratamiento con acipimox + GHRH 25.6+7.8 (p<0.05) o
acipimox + placebo 23.9%+ 8.4 (p<0.05). En diabéticos tipo 1 el AUC tras
placebo + GHRH fue de 136.5t£28.1 significativamente mayor que tras
pretratamiento con acipimox + GHRH 21.8 7.1 (p<0.05) o acipimox +
placebo 24.2+ 9.1 (p<0.05).

En controles normales sanos, los niveles medios de glucemia (mg/dl)
tras GHRH, GHRH+acipimox y acipimox solo fueron de 9215; 91+6 y 9416
respectivamente, sin diferencias significativas en los tres dias de las
pruebas. En diabéticos tipo 1 la glucemia media fue de 145+£13; 154+33 y

137+12 previo a GHRH, GHRH + acipimox y acipimox solo respectivamente,
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sin diferencias significativas en los tres dias de las pruebas vy
significativamente mas altos que los niveles en sujetos normales (p<0.05).
En controles normales sanos, el nadir de glucemia fue de 90+3; 86+4 y 8815
tras GHRH, GHRH + acipimox Yy acipimox solo respectivamente. En
diabéticos tipo 1, el nadir de glucemia medio fue de 150+ 28; 144130 y
132110 tras GHRH, GHRH + acipimox y acipimox solo respectivamente, sin
diferencias significativas en los tres dias de las pruebas y significativamente
mayor que en sujetos normales.

Los niveles medios de IGF1 (ug/l) fueron de 244+ 19; 248+ 23 y 245+
20 en el grupo control previo a GHRH, GHRH+ acipimox y acipimox sélo,
respectivamente, y 155+23; 170£13 y 168115 en los diabéticos previo a
GHRH, GHRH+acipimox y acipimox soélo respectivamente. Los niveles
basales de IGF1 fueron significativamente menores en los diabéticos que en
el grupo control en los tres dias de las pruebas (p<0.05). Los resultados en
diabéticos y controles no fueron significativamente diferentes en los tres

dias de las pruebas.

104



280 —=— ACIPIMOX
—a— GHRH
240 + —e— AC+GHRH
200 A
s
(@)
£ 160
m -
"
9 120
=)
o 4
80 -
40 -
0 T T T T 1
0 60 120 180 240 300
Tiempo (min)

Fig 14: Niveles de glucosa (mg/dl) (media £ES) plasmatica en diabéticos
tipo 1 tras la administracion de acipimox (m), GHRH(A) o

acipimox+GHRH (e).
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V. DISCUSION:
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V. DISCUSION:

En la obesidad existe una alteracion en la secrecion de GH con una
disminucion de respuesta ante diversos estimulos. En nuestros estudios,
hemos encontrado que la SSIW aumenta ligeramente la secrecion basal de
GH en controles normales asi como la respuesta de GH a GHRH y se
demuestra que la SSIW y GHRH resulta en una secrecion de GH menor en
los obesos comparada con los controles normales de similares
caracteristicas. Las razones para explicar estas diferencias en la respuesta
de GH a GHRH+SSIW en normales y obesos no estan aclaradas hasta la
fecha aunque se barajan distintas posibilidades. Podria deberse a que en la
obesidad existe un elevado tono somatostatinérgico enddgeno que
permanece incluso tras la administracion de SS exdgena y el cese de la
misma, sin embargo el hecho de que las dosis de SS infundidas sean de
rango terapéutico hace que esta posibilidad sea poco probable. Otra
hipotesis seria que los receptores de SS se encuentren regulados a la baja
en los obesos, tal y como ha sido demostrado en ratas Zuker %*°. Si éste
fuera el caso, una exposiciéon continua incluso a dosis elevadas de SS
podria no suprimir el tono somatostatinérgico endégeno y por tanto explicar
la baja respuesta obtenida. En animales, hay evidencia de que la
hipoactividad de GHRH tiene un papel en la hiposecrecion de GH en la
obesidad 2°°?%', En nuestro estudio se observa que incluso tras la SSIW la

respuesta de GH a GHRH esta disminuida lo cual va en contra de la
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hipétesis de la hipoactividad de GHRH en sujetos obesos. La SSIW se ha
utilizado como un estimulo para la secrecion de GH en diferentes
situaciones clinicas. La SSIW produce un aumento significativo en la
secrecion de GH en niflos normales controles pero no en nifos con déficit
de GH. Siendo una prueba util para diferenciar nifios normales controles y
nifios con déficit de GH ?*2. Se ha encontrado también una disminucion
importante en la respuesta de GH a la SSIW en ancianos comparado con
sujetos jovenes 2°*.Tzanella et al han demostrado que 5 horas tras el
tratamiento con el analogo de somatostatina, octreétido, se aumenta la
respuesta de GH a GHRH en la mayoria de los nifios normales pero no en
los que tienen un déficit de GH de cualquier etiologia siendo también un

prueba Util para diferenciar estos dos grupos de pacientes 2.

Por el contrario, nuestros resultados han demostrado que la SSIW no
es efectiva para producir la liberacién de GH en pacientes obesos, poniendo
de manifiesto que no es una buena prueba para diagnosticar el déficit de
GH en el adulto, teniendo en cuenta la elevada frecuencia de exceso de

adiposidad en adultos '°%%°

Estudiamos también la secrecion de GH tras la administracion de
ghrelina. Nuestros datos indican que la respuesta secretora de GH en
obesos tras ghelina o ghrelina y GHRH se encuentra disminuida si lo

comparamos con los controles normales, sin embargo, la respuesta tras
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GHRH se encuentra practicamente abolida en obesos comparado con
controles normales. La respuesta de GH a ghrelina fue ocho veces mayor
que la de GHRH en obesos, sin embargo, en normales, la respuesta tras
ghrelina es sélo dos veces mayor que la de GHRH. Se ha demostrado que
la gran capacidad secretora de los secretagogos de GH sintéticos (GHS)
estd mediada por acciones hipofisarias y principalmente hipotalamicas,
probablemente activando la secrecién de GHRH y también antagonizando la
accion inhibitoria de la somatostatina 0 266 267, 268, 269270 | 5 ghrelina es
capaz de estimular selectivamente la secrecién de GH en hipdfisis de rata
tanto in vitro como in vivo °” y se ha visto que también inhibe la capacidad
de unidén de '®I-Tyr-Ala-hexarelin a las membranas hipotalamicas e
hipofisarias 2. Los secretagogos de GH sintéticos se pueden considerar

analogos de la ghrelina 20268272

aunque todas las acciones conocidas hasta
la fecha de estos compuestos no se pueden transferir de forma automatica

a la ghrelina.

Nuestros resultados en obesos estan de acuerdo con la evidencia de
que los GHS producen una liberacion de GH mayor que GHRH %" 2% De
igual modo, la ghrelina libera mas GH que GHRH, lo cual sugiere que
ghrelina, el ligando enddégeno del GHS-R, posee una capacidad de
liberacion de GH mucho mayor que GHRH. Nosotros hemos estudiado
anteriormente la secrecion de GH en obesos tras estimulo con el GHS

sintético, GHRP-6, aunque existen importantes diferencias metodologicas
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entre ambos estudios, la respuesta de obesos a ghrelina fue mayor que la
respuesta al secretagogo sintético GHRP6 tanto solo como en combinacién
con GHRH. Estos resultados sugieren que la ghrelina es un estimulo
liberador de GH mas potente que los GHS sintéticos. Como ya se suponia

anteriormente, en base a los resultados de los GHS sintéticos''*'"°, |

0s
efectos aditivos entre la ghrelina y GHRH indican que dichos péptidos
actuan, al menos parcialmente, por mecanismos de accién diferentes.
Estudios recientes sugieren que la disminucién en la secrecion de GH en la
obesidad no se debe a un aumento en los niveles de leptina que se produce
con el sobrepeso®” .Estudios previos de nuestro grupo sugieren que en la
hiposecrecion de GH de la obesidad participan un aumento del tono

somatostatinérgico hipotaldamico y el aumento de los acidos grasos libres

circulantes.

Los resultados de nuestro estudio indican que en los pacientes
obesos, ghrelina, la nueva hormona implicada en la regulacion de la
secrecion de GH es el estimulo secretor mas potente de los conocidos
hasta la fecha y que tras la administracion combinada de ghrelina y GHRH
hay una secrecion de GH masiva en los sujetos obesos. La persistencia de
una respuesta mas baja que en normales tras la administracion de ghrelina
solo o combinado con GHRH sugiere la existencia de otro defecto implicado
en la alteracién de la secrecion de GH que existe en la obesidad *’* En ese

sentido, se ha encontrado que los niveles plasmaticos de GH y ghrelina se
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encuentran reciprocamente relacionados con el indice de masa corporal,
pero, en ese estudio, la pérdida de peso producia un aumento en la

secrecion de GH pero no afecté a los niveles de ghrelina 27°.

Todos estos datos sugieren que el mecanismo fisiopatolégico
responsable de la hiposecreciéon de GH en la obesidad es probablemente
multifactorial, con un tono somatostatinérgico aumentado, unos niveles de
acidos grasos libres elevados y un descenso de ghrelina. La secrecion
masiva de GH tras la administracion de GHRH y ghrelina no se habia
observado con ningun estimulo previamente en la obesidad indicando
claramente que la alteracion en la secrecion de GH en la obesidad es un
estado funcional y potencialmente reversible y sugieren que la disminucion
en la secrecidén de ghrelina podria ser responsable al menos en parte de la

hiposecrecion de GH en la obesidad.

En cuanto a los efectos de ghrelina sobre la glucemia e insulina, la

70.77.276 " aunque no todos, 2’” ha encontrado hasta la

mayoria de los autores
fecha una correlacién inversa entre los niveles de ghrelina e insulina tanto
en humanos como en animales. Esta correlacion negativa entre ghrelina e
insulina refleja la influencia inhibitoria que ejerce la insulina sobre la sintesis

276278 Nyestros resultados en éste estudio en

y secrecion de ghrelina
mujeres obesas no encuentra diferencias significativas en los niveles de

glucosa o insulina tras la administracion de ghrelina o ghrelina + GHRH.
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Por otro lado, la ghrelina se expresa en el pancreas endocrino, su expresion
se ha localizado por inmunohistoquimica en células a de humanos y ratas
7 o en células B humanas ?’® e incluso en células no-a no-B en pancreas
humano ?%°. Con respecto a la influencia de ghrelina en la secrecién de
insulina en humanos, la mayoria de los estudios sugieren que la
administracion aguda de ghrelina modula la secrecion de glucosa e insulina.
La administracién aguda de ghrelina acilada a once varones jovenes a una
dosis 1 ug/kg produce un aumento rapido en los niveles de glucosa, que va
seguido por un ligero pero significativo descenso en la secrecion de
insulina, lo cual permite probablemente un mayor aumento de |Ia
glucemia.®® Se ha visto también que la administracion aguda de ghrelina
acilada a siete varones jovenes a una dosis de 1 ug/kg especificamente
bloquea el aumento en la secrecion de insulina inducido por arginina,
mientras que aumenta el efecto hiperglucémico de ésta, pero la
administracion aguda de ghrelina no modifica la respuesta de glucosa e
insulina a una sobrecarga de glucosa 2®'.Por otro lado, ghrelina muestra un
efecto inhibitorio transitorio sobre la secrecidn de insulina, unido a un
aumento en los niveles de glucosa que permanece intacto tras la infusién de
lipidos 2®'.Estudios realizados en nueve mujeres obesas con obesidad
abdominal han encontrado que la administracién aguda de ghrelina a una
dosis de 1 ug/kg va seguida de un aumento en los niveles plasmaticos de

glucosa unido a un descenso transitorio en la secrecion de insulina 2%,
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En contraste con los estudios previos, nuestros resultados, aunque
realizados en un grupo pequeno de mujeres obesas, son similares a los de
Akamizu et al *®*. Ellos no encontraron diferencias en los niveles de glucosa
o insulina tras la administracion de ghrelina a dieciocho varones normales a
una dosis de 1 ug/kg y 5 ug/kg. lgualmente en alguno de los estudios

previos 27°

no se observa una diferencia significativa en los niveles de
insulina tras la administracion de ghrelina en mujeres jovenes, ademas la
respuesta de la insulina varia dependiendo del grupo estudiado. Existen
también diferencias metodoldgicas entre nuestro estudio y el de Tassone et
al %2 que podrian explicar nuestros resultados diferentes. Por ejemplo,
nosotros utilizamos una dosis de ghrelina de 1 pg/kg, similar a las dosis
utilizadas en los estudios que encontraron una respuesta de glucosa e
insulina al ghrelina, pero nuestra dosis maxima fue de 100 ug por paciente,
la cual es menos de 1 ug/kg en un paciente. Aun asi no creemos que sea un
problema de dosis insuficiente, ya que Akamizu et al ?®, con dosis de hasta
5 ug/kg, tampoco encontraron respuesta de glucemia e insulina al ghrelina.
Algunos estudios recientes encuentran nuevos resultados contradictorios en
este campo. La administracién de ghrelina (activo o acilado) a sujetos con
déficit de GH pero por otro lado sanos, produce un aumento directo en las
concentraciones de glucosa e insulina. Es interesante que el pretratamiento
de estos pacientes con su dosis sustitutiva de GH previene estos cambios

hiperglucémicos 2. Ademas, estudios en animales reportan resultados

contradictorios con respecto a la influencia de ghrelina en la secrecion de
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insulina ® ®32%° | 3 ghrelina fue capaz de estimular la secrecién de insulina
de islotes pancreaticos de rata " e in vivo ®>®. Por otro lado, la secrecién
de insulina por pancreas de rata aislado se ha visto bloqueada tras
exponerla a ghrelina ?® y éste ejerce un efecto inhibitorio dosis dependiente

sobre la secrecién de insulina estimulada por glucosa in vivo en el ratén .

HIPOTALAMO ™

GHRH 4 Ghrelina

+ GH

FIG 15: Mecanismos implicados en el déficit de secrecion de GH en la

obesidad.
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En relacibn con la respuesta comparada de cuatro estimulos
secretorios de GH en la obesidad y el hipopituitarismo, como hemos visto
previamente, en la obesidad existe una alteracion en la secrecién de GH
tanto basal como estimulada "'%'"'. Esta alteracion en la secrecion de GH
podria confundirse con el sindrome de déficit de GH del adulto. La obesidad
es probablemente el mayor factor de confusion para el diagndstico del
déficit de GH del adulto. Se ha visto que el test de estimulo con
GHRH+GHRP-6 es una prueba util, segura y reproducible para el
diagnostico del GHD del adulto y no esta influenciada por factores clinicos
que se sabe alteran la secreciéon de GH. En el estudio de Popovic et al '*®
una concentracion de GH estimulada >15 ug/L distingue con precision los
pacientes normales sanos de los que tienen GHD del adulto. No existen
estudios que comparan diferentes test alternativos para el diagndstico del
GHD del adulto. Como sugiere Ho ?*® probablemente el problema de los
falsos negativos no esta del todo resuelto. Como GHRH y GHRP6 actuan
directamente en la hipodfisis, es posible que su administracién restablezca la
secrecion de GH en pacientes que han tenido un déficit de estos
secretagogos debido a un problema hipotalamico. Esta posibilidad se basa
en que se ha visto que algunos pacientes con déficit idiopatico de GH,
identificados por una falta de respuesta a la hipoglucemia insulinica,
muestran una gran respuesta a la administracion combinada de GHRH y un

P 287,288

analogo GHR por tanto, el test combinado se podria utilizar para
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valorar pacientes con patologia hipofisaria. Entre los pacientes con déficit de
GH que puedan tener una patologia hipotaldamica, la ITT sigue siendo la
prueba de eleccion ya que estimula la secrecién de GH de una manera

indirecta via hipotalamica 2%

. Sin embargo, se ha sugerido que los
secretagogos de GH tendrian un papel en el diagndstico del déficit de GH

incluso en acromegalias tratadas °".

Hemos estudiado la respuesta de pacientes obesos normales y
comparados con la respuesta de pacientes obesos con hipopituitarismo ante
diferentes estimulos. La respuesta en ambos pacientes tras la
administracion de GHRH es similar. Sin embargo, la respuesta de GH tras la
administracion de GHRH y acipimox estd marcadamente disminuida en
adultos obesos con hipopituitarismo comparado con obesos normales. Con
estos resultados se puede concluir que la secrecién de GH tras GHRH y
acipimox esta disminuida en adultos obesos con hipopitiutarismo
comparado con obesos normales, la prueba de GHRH y acipimox es segura
y no tiene efectos secundarios por lo que se podria utilizar para el
diagndstico del déficit de GH del adulto '**'?*. Tras la administracion de
GHRH +GHRP-6 la respuesta maxima encontrada en pacientes con
hipopituitarismo fue menor que la respuesta minima en pacientes normales
y menor que la respuesta minima en obesos normales. Sin embargo, tras
ITT, GHRH o GHRH + acipimox la respuesta maxima en hipopituitarismo

fue menor que la minima respuesta en sujetos normales pero mayor que la
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minima respuesta en obesos. El test de GHRH +GHRP-6 es el que mejor
diferencia la secrecion alterada de GH de la obesidad del déficit de GH del
adulto. Hemos encontrado también que el diferencial entre sujetos normales
u obesos e hipopituitarios para GHRH + GHRP-6 fue mayor que para ITT,

GHRH 6 GHRH+acipimox.

En relacién con los pacientes diabéticos tipo 1, éstos tienen una
alteracion en la secrecion de GH, con unos niveles tanto basales como
estimulados superiores a la de los controles normales asi como un
aumento de la respuesta secretora ante diferentes estimulos ?%%'. La
secrecion de GH esta estrechamente ligada a las alteraciones metabdlicas
asi como a las variaciones en el consumo o la viabilidad de lipidos,
aminoacidos y carbohidratos "% Estudios realizados con acipimox, un
analogo del acido nicotinico que bloquea la lipdlisis y carece de efectos
secundarios 2°?% ha supuesto la mejor herramienta para entender de una
manera mas completa el papel de la disminucion de los acidos grasos libres
en la secrecion de GH. Se ha visto que la disminucién de FFA mediada por
acipimox per se estimula la secrecion de GH en sujetos normales y potencia
la respuesta de GH ante otros estimulos ?°'. La alteracion en la secrecion de
GH inducida por GHRH de la obesidad '®'"* se revierte parcialmente por

acipimox en pacientes obesos normales pero no en pacientes obesos con

hipopituitarismo '2°'%*. Nosotros hemos visto con este nuevo estimulo,
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reduccion de FFA con acipimox , un aumento de respuesta en pacientes
con diabetes tipo 1. En este grupo de pacientes, la reduccion de los FFA per
se estimula la secrecion de GH y aumenta de una manera importante la
secrecion de GH inducida por GHRH. La respuesta no es sélo aditiva sino
que se observa una clara potenciacion de secrecion de GH con ambos
estimulos. Por el contrario, en sujetos normales, la respuesta de acipimox y
GHRH es sélo aditiva ?°'. La respuesta de GH a estimulos combinados
como acipimox mas GHRH esta aumentada en diabéticos si lo comparamos
con normales. Algunos de nuestros resultados se podrian explicar por una
disminucién del feedback negativo ejercido por el IGF-1 sobre la secrecion
hipofisaria de GH. Nosotros encontramos niveles plasmaticos de IGF-1
menores en diabéticos tipo 1 comparado con normales. Esto indica un
déficit parcial del control negativo ejercido sobre la secrecidn hipofisaria de
GH. De todas formas, nosotros creemos que la disminucién en los niveles
de IGF-1 no explican por qué la respuesta de GH al estimulo combinado de
acipimox con GHRH no es aditiva, sino que como ya comentamos antes se
observa una potenciacion del efecto si lo comparamos con normales,
especialmente cuando este grupo de pacientes muestran una secrecion de
GH inducida por GHRH similar a la de los normales. Estos datos sugieren
que los FFA enddgenos juegan un papel inhibitorio importante en la
secrecion de GH en los pacientes diabéticos y que los mecanismos de
transduccion de FFA a nivel hipofisario se encuentran preservados en

diabéticos tipo 1. Hay datos experimentales que sugieren un posible defecto

118



hipofisario en la secrecion de GH de la diabetes tipo 1, en efecto, en ratas
diabéticas, la expresion hipofisaria del receptor de GH se encuentra
reducida. 2*2. Los pacientes diabéticos tipo 1 tienen una respuesta de GH
aumentada ante GHRH + GHRP-6. La administraciéon combinada de éstos
dos péptidos tiene un efecto aditivo y constituye un estimulo muy potente de
secrecion de GH en diabéticos tipo 1. La administracion combinada de
acipimox y GHRH induce una respuesta secretora de GH que es incluso
mayor que la respuesta tras GHRH + GHRP6.?**> Como los FFA acttan a
nivel hipofisario, esto nos indica que la célula somatotropa es hipersensible
a la disminucion de FFA en pacientes diabéticos tipo 1, aunque la presencia
de una respuesta adecuada indica que los mecanismos de transduccion de

FFA a nivel hipofisario estan preservados en la diabetes tipo 1.
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FIG 16: Esquema de los posibles mecanismos por los que se altera la secrecion de

hormona de crecimiento en la diabetes tipo 1.
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VI. RESUMEN DE RESULTADOS:

121



VI. RESUMEN DE RESULTADOS:

. En los controles normales sanos, el cese de la administracion de una
perfusion de SS aumenta el pico de secrecidon de GH inducida por
GHRH.

. Los pacientes obesos tienen una respuesta de GH disminuida de
forma significativa comparado con normales tras el estimulo
combinado de cese de administracion de una perfusién de SS y
GHRH.

. En pacientes obesos presentan una respuesta secretora de GH
masiva tras la administracion de ghrelina solo o combinado con
GHRH.

. No encontramos diferencias significativas en los niveles de glucosa o
insulina tras la administraciéon de ghrelina solo o combinado con
GHRH en mujeres obesas.

. En pacientes con hipopituitarismo, la administracion de ambos
acipimox 6 GHRP6 revierte el hiposomatotropismo funcional de la
obesidad tras GHRH pero no son capaces de revertir el
hiposomatotropismo organico del hipopituitarismo.

. La administracion combinada de GHRH y GHRP6 es la prueba que
mejor diferencia ambas situaciones, sin los efectos secundarios de la

hipoglucemia insulinica.
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7. La reduccidn de los acidos grasos libres con acipimox es un estimulo
para la secrecion de GH en pacientes diabéticos tipo 1.

8. La administracion combinada de GHRH y acipimox induce un
marcado aumento en la secrecion de GH en pacientes diabéticos tipo
1 comparado con controles normales.

9. Los pacientes diabéticos tipo 1 tienen una capacidad secretora de GH
mayor que los controles normales, a pesar de que los niveles de
acidos grasos libres ejercen un efecto inhibitorio potente sobre la

secrecion de GH de estos pacientes.
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VIl.  CONCLUSIONES:

La hiposecrecién de GH en la obesidad se debe a un mecanismo
multifactorial. La hipersecrecion cronica de somatostatina y la
elevacion de los niveles plasmaticos de acidos grasos libres juegan
un papel fundamental vy, posiblemente, coexista alguna alteracion
menor en las células somatotropas asi como en la secrecion de
ghrelina, siendo la mejor probabilidad un descenso de los niveles de
ghrelina.

El estimulo combinado GHRH-GHRP6 permite diferenciar el
hiposomatotropismo organico del hipopituitarismo del funcional de la
obesidad.

Los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la alteracién de la
secrecion de GH en la diabetes son multifactoriales, entre ellos los
niveles elevados de acidos grasos libres juegan un papel importante

ya que ejercen un efecto inhibitorio potente sobre la secrecion de GH.
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