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4.2 ESTUDIO 2: “Determinacién de la proteina transportadora de
la hormona de crecimiento (GHBP) en niflios y adolescentes

varones con talla baja y velocidad de crecimiento disminuida”

4.2.1 Resumen

La insensibilidad parcial a la accion de la GH se caracteriza por
presentar unas concentraciones normales o elevadas de GH en
respuesta a diferentes pruebas de estimulo junto con una disminucion de
IGF-I en ausencia de los rasgos dismoérficos observados en el sindrome

de Laron o insensibilidad completa a la accion de la GH.

Se ha descrito que algunos nifios con talla baja idiopatica presentan una
insensibilidad parcial a la GH relacionada con polimorfismos o

alteraciones leves en el receptor de la GH.

Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar las concentraciones de
GHBP en el suero de un grupo nifios y adolescentes con talla baja y
velocidad de crecimiento disminuida de diferente etiologia (déficit de
secrecion de GH y talla baja idiopatica) para descartar un estado de

resistencia parcial a la GH como posible causa de su retraso de
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crecimiento. Ademas se relaciond la actividad GHBP con diferentes

parametros auxologicos y hormonales.

No se encontraron diferencias significativas en la actividad GHBP entre
los niflos de los tres grupos estudiados (déficit de GH, talla baja
idiopatica y controles). La GHBP presentd una relacion negativa con el
pico maximo de GH en respuesta a la clonidina y una relacion positiva

con la edad cronolégica y con el IMC.

El 1.85 % de los nifios con talla baja idiopatica presentd una actividad
GHBP inferior al 10% siendo estos susceptibles de presentar una

insensibilidad a la accion de la GH.

4.2.2 Introduccion

El segundo objetivo de esta tesis fue el estudio de la proteina
transportadora de la hormona de crecimiento de alta afinidad en nifios
con talla baja. La oportunidad de realizar su determinacién en este grupo
de pacientes surgié tras la colaboraciéon de nuestro laboratorio en un
estudio multicéntrico para evaluar la eficacia diagndstica de varios
parametros hormonales relacionados con el eje GH:IGF-I en el

diagnostico de insuficiencia de la hormona de crecimiento (1).
Uno de los motivos mas frecuentes de consulta en endocrinologia

pediatrica es la talla baja. Se define como talla baja aquella situada por

debajo del percentil 3 respecto a la curva de crecimiento de la poblacion
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de origen (2). En general, se deben estudiar también aquellos nifios cuya
velocidad de crecimiento se ha deteriorado de forma significativa,
situandose por debajo del percentil 25. Segun el origen de la talla baja,
ésta se puede clasificar en variantes de la normalidad, trastornos
primarios del crecimiento o retraso del crecimiento secundario a
diferentes patologias. Dos variantes normales del crecimiento, el retraso
constitucional del desarrollo y la talla baja familiar, son las causas mas
frecuentes de talla baja. Los trastornos primarios del crecimiento
engloban una variedad de patologias que afectan al crecimiento desde
una etapa muy temprana de la vida y suelen manifestarse clinicamente
alrededor del nacimiento. Dentro de este grupo se situan las displasias
Oseas, como la acondroplasia y la osteogénesis imperfecta; las
enfermedades metabdlicas como las mucopolisacaridosis, las
glucogenosis o la fenilcetonuria; diversos cuadros genéticos como el
sindrome de Turner, uno de los mas frecuentes, el sindrome de Noonan,
el sindrome de Seckel o el de Silver Russell; y finalmente el retraso de
crecimiento intrauterino. Respecto a los retrasos de crecimiento
secundarios, existen numerosas enfermedades sistémicas que pueden
retrasar el crecimiento, la mayoria de ellas son cuadros clinicos graves
que suelen ser cronicos, como son los sindromes de malabsorcion por
enfermedad celiaca, la insuficiencia renal, los trastornos hematoldgicos,
los procesos tumorales sobretodo localizados en el sistema nervioso
central, las alteraciones pulmonares como la fibrosis quistica, etc. Dentro
de las alteraciones endocrinas cabe destacar las alteraciones del eje
somatotropo (déficit de secrecion de GH, insensibilidad a la GH,
insuficiencia de IGF-I), el hipotiroidismo, pseudohipoparatiroidismo,

diabetes mellitus mal controlada, hipercortisolismo o algunas formas de
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raquitismo. Finalmente, hablamos se talla baja idiopatica cuando su
etiologia o patogenia no pueden ser precisadas.

Los nifios que presentan talla baja idiopatica tienen un retraso del
crecimiento a pesar de tener una respuesta normal en la secrecion de
GH a diferentes test de estimulo. Las causas de su talla baja se
desconocen y algunos investigadores la han atribuido a alteraciones en
la secrecion espontanea de GH (3,4), mientras que otros no han

encontrado un patron de secrecién alterado(5).

Recientemente, se ha atribuido como posible causa del retraso de
crecimiento observado en algunos nifios con talla baja idiopatica, la
presencia de una forma parcial de insensibilidad a la accion de la GH. En
este sentido, algunos autores han encontrado que algunos nifios con
talla baja idiopatica presentan concentraciones de GHBP disminuidas.
Sin embargo, en la literatura los resultados de diferentes grupos son

contradictorios a este respecto (6,7,8,9).

Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar las concentraciones de
GHBP en el suero de un grupo nifilos y adolescentes con talla baja y
velocidad de crecimiento disminuida de diferente etiologia (déficit de GH
y talla baja idiopatica) para descartar un estado parcial de resistencia a la
GH como posible causa de su retraso de crecimiento. Ademas, se han
relacionado las concentraciones de GHBP con distintos parametros
auxolégicos y hormonales y se han comparado los resultados obtenidos

con un grupo de nifios con crecimiento normal.
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4.2.3 Sujetos y metodos

e Sujetos

Se evaluaron 79 varones con una edad cronoldgica (EC) entre 2,7 y 17,3
anos con talla baja y velocidad de crecimiento disminuidas. La talla era
igual o inferior al 3° percentil para la EC, y la velocidad de crecimiento
(VC) medida en los 12 meses anteriores, se encontraba por debajo del
25° percentil para la EC (10,11). El peso se encontraba en el intervalo de
+ 2 DE para la edad estatural (EE). En este grupo, 50 eran prepuberales
(estadio | de Tanner), y 29 se encontraban en estadios iniciales del
desarrollo puberal (estadios Il y lll de Tanner). La evaluacién incluyé una
historia clinica y una exploracion fisica completas. Se excluyeron los
pacientes con sindromes genéticos, displasias esqueléticas,
enfermedades intercurrentes agudas o cronicas, antecedentes de
radiacion craneo-espinal o sometidos a algun tratamiento farmacolégico
cronico que pudiese afectar su crecimiento. Se descarto la existencia de
enteropatia por gluten mediante la determinacion de anticuerpos
antigliadina y antiendomisio y se confirmo analiticamente la presencia de

eutiroidismo.

Adicionalmente, se evalud un grupo de 15 varones de talla y crecimiento
normales (CN), de EC entre 2,4 y 13,4 afios, 12 prepuberales y 3 en
estadios precoces de desarrollo pubertal (Tanner Il y lll). Estos nifios
fueron seleccionados en las consultas externas de Pediatria de todos los
hospitales participantes después de descartar problemas psicologicos o

fisicos. Su talla estaba por encima del 10° percentil para la talla media de

61



Resultados: Estudio 2

sus padres y la VC superaba el 25° percentil para la EC. La edad 6sea
(EO) no diferia mas de 2 anos de la EC y el peso corporal también se

encontraba entre + 2 DE para la EE.

Se calculé el indice de masa corporal (IMC) dividiendo el peso en
kilogramos por la talla en metros al cuadrado (kg/m?). Los indices de
desviaciones estandar (standard deviation score) (SDS) del IMC se
calcularon en funcion de los valores de nifios espafoles de la misma
edad y sexo(12). La edad dsea se evalué segun el método TW2-
RUS(13).

¢ Protocolo del estudio

En el estudio participaron las Unidades de Endocrinologia Pediatrica de
nueve hospitales espanoles. El protocolo fue aprobado por el Comité
Etico de cada hospital participante y se obtuvo el consentimiento
informado de los padres de todos los nifios, tanto los de talla normal

como de talla baja.

En todos los nifios con talla baja se realizaron dos pruebas
farmacoldgicas de estimulacion de la secrecién de GH en dias distintos,
entre las 8 y 9 horas y después de una noche en ayunas. Las pruebas
de estimulacion consistieron en la administracién de clonidina (150 ug/m?
de superficie corporal por via oral y extracciones de sangre a los tiempos
0, 30, 60, 90 y 120 minutos) y la prueba de hipoglucemia insulinica (HI)
(0,1 U/Kg de peso corporal i.v. y extracciones de sangre a los tiempos -
15, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 min.) En el grupo de talla de crecimiento
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normales solo se realizé una prueba de estimulacion (clonidina por via
oral). Por otro lado, se tomaron dos muestras de orina de 24 horas
recogidas en dos dias diferentes que se conservaron a 4° C durante la
recoleccion. Se anoté el volumen total y se afiadieron 30 uL de albumina
sérica bovina (BSA) al 30 % a las alicuotas de 5 mL de cada muestra

antes de la congelacion a —80°C.

Las alicuotas congeladas de todas las muestras de suero y de orina se
enviaron a un Laboratorio Central donde se efectuaron las siguientes
determinaciones: concentracién sérica de GH en todas las muestras de
las pruebas de estimulacion; e IGF-I, IGFBP-3, GHBP y testosterona en
las muestras basales de cada prueba de estimulacion (dos
determinaciones en cada nifio con talla baja y una en cada nifio de
crecimiento normal). Se calcul6 la excrecion de GH en las dos muestras

de orina.

Los nifios y adolescentes de talla baja fueron clasificados en funcion de
la respuesta de la GH a las pruebas de estimulacion de acuerdo con los
valores obtenidos en el Laboratorio Central en: 1) deficitarios en GH
(DGH), cuando las concentraciones plasmaticas maximas de GH eran
inferiores a 7,5 pg/L en las dos pruebas de estimulacién, y 2) talla baja
idiopatica (TBI), cuando se obtuvo una respuesta de GH > 7,5 ug/L en, al
menos, una de las dos pruebas. Entre los pacientes con DGH, dos
presentaban déficit hipofisario multiple y los otros 23 un DGH idiopatico

aislado.
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e Analisis hormonales

La GH sérica se cuantifico mediante un analisis inmunorradiométrico en
fase sdlida (Tandem-R HGH, Hybritech, Lieja, Bélgica) que emplea un
estandar calibrado frente al patrén HS2243E. Dicho analisis tiene una
sensibilidad de 0,2 ug/L, con coeficientes de variacion (CV) interanalisis
del 8% y 6% a concentraciones de GH de 6,2 y 15,7 ug/L
respectivamente. Se cuantificé el IGF-I en suero empleando un RIA con
bloqueo de las IGFBPs (125I-IGF-I KIT, BioMérieux, Marcy L’Etoile,
Francia), mientras que la IGFBP-3 se cuantific6 con un
radioinmunoanalisis (Nichols Institute Diagnostics, San Juan Capistrano,
CA, EE.UU.). Los CV interanalisis oscilaron entre el 5,3% y el 6,3% para
el IGF-ly entre el 5,7% y el 6,5% para la IGFBP-3. La testosterona sérica
se cuantific6 mediante un radioinmunoanalisis (Spectria, Orion
Diagnostica, Espoo, Finlandia), y la GH en orina se midi6 mediante un
analisis inmunorradiométrico con un CV interserie<8,1% (125|-hGH U
COATRIA, BioMérieux, Marcy L’Etoile, Francia).

La actividad de la GHBP se determiné mediante el método de filtracion
en gel con cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) descrito en el
estudio 1 de los resultados de esta memoria. No fue necesario corregir
los resultados teniendo en cuenta la GH enddgena, pues la
concentracién de ésta fue inferior a 7 ug/L en todas las muestras
analizadas. Los CV interanalisis fueron del 8,4% y el 9,8% con niveles
del 40,9% y 19,2% de actividad de la GHBP(14).
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e Analisis estadistico

Los datos de IGF-l y de IGFBP-3 se expresaron como SDS para varones
de la misma edad (indice Z), comparados con datos normativos
proporcionados por Blum y cols(15) y el Nichols Institute Diagnostics,
respectivamente. Cuando se disponia de determinaciones por duplicado
realizadas en muestras de dias diferentes, se considerd el promedio de
ambas determinaciones. Se comprobé la normalidad de la distribucion de
los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Si los datos no
presentaban una distribucion gaussiana, se transformaron con el fin de
obtener la mejor aproximacion a una distribucion normal. Se aplicé un
analisis de la varianza de una via (ANOVA one way) para determinar las
posibles diferencias entre los tres grupos (DGH, TBIl y CN), seguida de la
prueba de Tukey para ajustar con respecto a comparaciones multiples.
Se estudiaron las relaciones entre los diferentes parametros auxolégicos
y las variables hormonales mediante analisis de regresion simple. Todos
los datos se expresaron como media + desviacion estandar (DE). Se

considero significativo un valor de p <0.05.
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4.2.4 Resultados

e Datos auxolégicos

En la tabla 1 se muestran los datos auxoldgicos de los tres grupos de
nifios. No existian diferencias en la edad cronolégica (EC) ni en la edad
6sea (EO) entre los grupos. Un hallazgo destacable es que aunque los
valores de la talla y de la talla diana expresados en SDS no difirieron
entre los dos grupos de talla baja, la VC estandarizada era menor en los
pacientes DGH que en los sujetos con TBI. El IMC estandarizado era

significativamente menor en el grupo con TBI.

¢ Resultados hormonales

En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados hormonales expresados
en valores absolutos. La respuesta de la GH a la prueba de la clonidina
fue menor en el grupo DGH, tanto en los nifios prepuberales como en los

que iniciaban su pubertad.

Los valores de IGF-I expresados en SDS difirieron significativamente en
los tres grupos (p= 0,001). Ello obedecid a una disminucién significativa
de la concentracion de IGF-I estandarizada en los nifios con DGH
[promedio (DE): -1,75 (1,98) SDS] en comparacién con los de TBI [-0,68
(1,21) SDS] y CN [-0,13 (0,76) SDS]. Los valores estandarizados de

IGFBP-3 también se caracterizaron por una diferencia estadisticamente
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significativa entre los dos grupos con talla baja [DGH: -0,84 (1,64) SDS
frente a TBI: -0,03 (0,83) SDS; p = 0,01], pero no con el grupo CN.

El resto de los parametros bioquimicos estudiados en valores absolutos
uGH, GHBP vy testosterona no difirieron entre los tres grupos

diagnosticos (tablas 2y 3).

e Analisis de regresion simple

En la tabla 4 se muestran los principales resultados de los analisis de
regresién lineal simple realizados. Los valores de IGF-I SDS se
correlacionaron significativamente con la talla-SDS, VC-SDS e IGFBP-3.
La GHBP se correlacion6 significativamente con la EC, el IMC-SDS e
inversamente con el pico maximo de GH en respuesta a la clonidina. El
pico de respuesta maxima de la GH a la clonidina se correlacioné
negativamente con el IMC y positivamente con el pico de respuesta
maxima a la hipoglucemia insulinica e IGFBP-3. Los valores de IGF-I| se
correlacionaron significativamente con la IGFBP-3, uGH y testosterona.
Los valores de IGFBP-3 se correlacionaron de forma significativa con los
de uGH vy testosterona y la uGH se correlacioné con la testosterona.
Otras correlaciones estadisticamente significativas entre parametros
hormonales y variables auxolégicas no estandarizadas bien conocidas se

han omitido.
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¢ Nifos con concentraciones de GHBP bajas

En el grupo de niflos con TBI, un solo sujeto presenté una actividad
media de la GHBP sérica determinada en dos dias distintos por debajo
del limite de corte del 10% (9,2%) (16), mientras que otros dos nifios
tuvieron una baja actividad media de la GHBP sérica en el limite bajo de
la normalidad (10,5% y 11,4%). Estos 3 nifios presentaban una VC
estandarizada inferior a 2 SDS por debajo de la media. Ademas, dos
nifos clasificados como DGH presentaban una disminuciéon de la
actividad media de la GHBP (11,3% y 11,7%).

4.2.5 Discusion

Los esfuerzos por encontrar un defecto que pueda explicar el retraso de
crecimiento observado en los niflos con talla baja idiopatica,
principalmente a través de valorar los diferentes componentes del eje
GH:IGF-I, no siempre han tenido éxito. El hallazgo de concentraciones
de GHBP bajas en algunas series (6,7,17,18) de nifios con talla baja
idiopatica ha ofrecido nuevas perspectivas para el diagnéstico etioldgico
de los nifios con este retraso de crecimiento. Estas concentraciones
bajas de GHBP, pueden reflejar una disminucion de los receptores
tisulares y se han relacionado con estados de resistencia parcial a la

accion de la GH.
Esta hipotesis se ha visto reforzada por los hallazgos de Goddard y cols

(19,20), que han demostrado la existencia de mutaciones en el gen del

receptor de la GH en el 29 % de nifios con talla baja idiopatica y GHBP
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baja. Sin embargo, en estos pacientes, las mutaciones no se acompafian
invariablemente de una disminucion de la concentracion de GHBP sino

que también pueden observarse GHBP normales e incluso altas (20).

Savage Yy cols(16), han definido diversos puntos de corte para distintos
parametros auxolégicos y bioquimicos con la finalidad de poder
distinguir aquellos pacientes que presentan un sindrome de
insensibilidad a la GH de los que no la presentan. Entre ellos se
encuentra un valor de actividad GHBP del 10%, utilizando el mismo
método de determinacién de la actividad GHBP que el que hemos
empleado en nuestro estudio. En nuestra serie solo un nifio con talla baja
idiopatica ha presentado una actividad GHBP por debajo del 10 % vy
representa el 1,85% de los nifios con talla baja idiopatica incluidos en
nuestro estudio. Esta proporcidon es semejante a la observada por
Goddard y cols (20), que demuestran en un 2% de su amplia serie los
ninos con talla baja idiopatica, la existencia de alteraciones heterocigotas
del gen del GHR, que a su vez se han relacionado con la insensibilidad a
la GH. Saenger y cols(21) también han destacado que la presencia de
defectos heterocigotos en el gen del GHR no son una causa frecuente de

talla baja idiopatica.

En nuestro estudio, no hemos encontrado diferencias significativas en las
concentraciones de GHBP entre los tres grupos diagnosticos: déficit de
GH, talla baja idiopatica y grupo control. Estos resultados son
semejantes a los observados por Attie y cols, que no encuentran
diferencias en las concentraciones de GHBP entre los mismos grupos de

nifios con talla baja, y en el que la mayoria de los pacientes estudiados

69



Resultados: Estudio 2

presentaban concentraciones de GHBP normales (8); pero estan en
controversia con los resultados publicados por otros autores que

encuentran concentraciones significativamente mas bajas (6,7,17,18).

Respecto a las concentraciones de GHBP en los nifios con déficit de GH
también existen resultados contradictorios. Varios autores han
encontrado concentraciones bajas de GHBP en nifios con déficit de GH
(22,23), mientras que otros las han encontrado normales (24,25), incluso
en estos pacientes, el tratamiento con GH no tiene efectos sobre el nivel
de GHBP. Por todo ello se cree que las concentraciones de GHBP son
independientes de las concentraciones de GH. Al igual que otros
autores, nosotros hemos encontrado una relacion inversa entre la
actividad GHBP con el pico maximo de respuesta de la GH a la clonidina.
Esta relacion negativa se ha especulado que se debe a los cambios de la
concentracién de GH con relacion a la GHBP y no al revés, es decir, la
secrecion de GH se modula en funcién de las concentraciones de GHBP
de cada individuo (8,26).

Finalmente, en nuestro estudio, la actividad de la GHBP mostr6 una
relacion positiva con el IMC y la edad cronoldgica lo que concuerda con
la clara regulacidon ontogénica y nutricional de esta proteina
transportadora (27-31).

En resumen, el hallazgo de unas concentraciones bajas de GHBP puede
ser un marcador util de la insensibilidad a la GH en nifios con talla baja
idiopatica, si bien de los resultados de este estudio se desprende que

afecta a un porcentaje muy pequefio de nifios con talla baja idiopatica.
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Ademas, se ha de tener en cuenta que la presencia de mutaciones leves
o polimorfismos heterocigotos pueden cursar con valores de GHBP
normales e incluso elevadas y que sélo en una pequefia proporcion de

los nifilos con talla baja idiopatica se encuentran dichas mutaciones.
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DGH TBI CN

(n=25) (n=54) (n=15)
Edad cronolégica (EC) (afios) 11.2 (3.7) 10.6 (3.5) 9.0 (2.9)
Edad 6sea (EO) (afios) 9.4 (4.0) 9.0 (3.4) 8.8 (3.5)
Talla-SDS -2.64 (0.63) -2.59 (0.60) -1.18 (0.36)*
Velocidad de crecimiento-SDS -2.82 (1.41)? -1.60 (2.3)° 0.02 (1.37)
IMC-SDS -0.28 (0.93) -0.95 (0.69)* -0.26 (0.77)

DGH-= deficit de GH; TBI= talla baja idiopatica; CN= crecimiento normal

IMC= indice de masa corporal

a: p<0.0001 frente a otros grupos

Tabla 1: Datos auxoldgicos

(media(DE)) agrupados segun las

concentraciones maximas de la GH < o0 > 7,5 ng/mL (DGH or TBI) tras

dos pruebas de estimulacion.
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DGH TBI CN

(n=15) (n=35) (n=12)
Pico de GH (clon) (pg/L) 3.9 (1.9)° 12.7 (7.4) 11.4 (7.1)
IGF-I (ug/L) 102.4 (68.8) 129.2 (41.3) 124.4 (40.7)
IGFBP-3 (mg/L) 2.03 (0.81)° 2.48 (0.50) 2.20 (0.60)
GHBP (%) 19.49(6.27) 18.43(4.15) 18.32(4.79)
uGH (ng/24 h) 3.20 (2.43) 3.88 (2.40) 3.20 (1.32)

DGH-= Déficit de GH; TBI= Talla baja Idiopatica; CN= Crecimiento normal
a: p<0.0001 frente a otros grupos
b: p<0.001 frente a TBI

Tabla 2: Resultados hormonales en los nifios prepuberales (media(DE)).
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DGH TBI CN

(n=10) (n=19) (n=3)
Pico GH (clon) (ug/L) 3.8 (1.3)° 13.6 (6.7) 9.4 (2.5)
IGF-I (ug/L) 230.2 (107.1) 220.2 (103.1) 296.0(104.2)
IGFBP-3 (mg/L) 2.95 (0.51) 2.91 (0.58) 3.33(0.57)
GHBP(%) 21.25(7.61) 19.02(5.14) 21.77(2.22)
uGH (ng/24 h) 7.59 (5.15) 6.09 (3.00) 10.38 (2.37)

DGH-= Deficit de GH; TBI=Talla baja idiopatica; CN=Crecimiento normal

a: p<0.0001 frente a otros grupos

n.r.: no realizado

Tabla 3: Resultados hormonales en los nifios puberales (estadios Il y Il

de Tanner de desarrollo puberal) (media (DE)).
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r P
Talla SDS IGF-1 SDS 0.24 0.0172
IMC SDS GHBP (%) 0.32 0.0013
IMC (Kg/mz) Pico GH (clon)(pg/L) -0.26 0.01
Velocidad de crecimiento SDS IGF-1 SDS 0.37 0.0002
Edad cronolégica (afios) GHBP (%) 0.23 0.0237
Pico GH (clon)(ug/L) IGFBP-3 (mg/L) 0.21 0.042
Pico GH (clon)(ug/L) GHBP (%) -0.25 0.013
IGF-I (ug/L) IGFBP-3 (mg/L) 0.58 <0.0001
IGF-I (ug/L) uGH (ng/24 h) 0.44 <0.0001
IGFBP-3 (mg/L) UGH (ng/24 h) 0.33 0.0017
IGF-1 SDS IGFBP-3 SDS 0.70 <0.0001

Tabla 4. Analisis de regresion lineal simple entre parametros auxoldgicos

y determinaciones hormonales, y entre determinaciones hormonales en

toda la poblacion estudiada (s6lo se han incluido algunas de las

relaciones estadisticamente significativas).
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4.2 ESTUDIO 3: “La proteina transportadora de la hormona de
crecimiento depende directamente de las concentraciones de

leptina en adultos con diferentes estados nutricionales”

4.3.1 Resumen

El estado nutricional de un individuo es el principal regulador de las
concentraciones de GHBP en el adulto. Sin embargo, por el momento se
desconoce el mecanismo subyacente a esta regulacion. La leptina es un
péptido también regulado nutricionalmente, y se ha especulado que
podria estar implicado en la regulaciéon de la secrecion de GH en ratas,
sugiriendo que puede ser la sefial que conectaria el tejido adiposo y el
eje GH:IGF-I.

Tanto las concentraciones de GHBP como las de leptina en el ser
humano se encuentran aumentadas en los estados de sobrepeso y
obesidad, mientras que estan disminuidas en los pacientes con peso

bajo y en estados de desnutricién.
El objetivo de este trabajo ha sido estudiar si existe una relacion entre la

GHBP vy la leptina en humanos, y si esta ultima puede ser el nexo de

unioén entre nutricion y GHBP.
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Para valorar la relacion entre GHBP y leptina, se estudié un grupo de 128
adultos con distintos estados nutricionales, desde |la anorexia nerviosa
grave hasta la obesidad morbida extrema que no presentaban patologia
primaria del eje GH:IGF-I. Estos pacientes fueron clasificados de manera
arbitraria en 8 categorias diferentes segun su indice de masa corporal
(IMC). Los pacientes con bajo peso correspondian a pacientes con
anorexia nerviosa con diferentes grados de perdida ponderal: extrema
(IMC <14,5 Kg/m?), importante (IMC>14,5 e <16 Kg/m?) y moderada (IMC
>16 e <18 Kg/m?). Por encima del peso normal se distinguié entre
sobrepeso (IMC > 27 e <30 Kg/m?), obesidad simple (IMC > 30 e <40
Kg/m?), obesidad mérbida (IMC > 40 e <50 Kg/m? vy obesidad
supermorbida (IMC > 50 e <80 Kg/m?).

Las concentraciones de leptina presentan un marcado dimorfismo sexual
siendo significativamente mayores en mujeres que en hombres para un
mismo indice de masa corporal. Para obviar esta diferencia y poder
analizar conjuntamente las concentraciones de leptina obtenidas en
hombres y mujeres, se expresaron en desviaciones estandar respecto a

un grupo normoponderal para cada sexo (SDS-leptina).

En este estudio hemos encontrado que tanto la GHBP como la leptina
aumentan significativamente en funcién del IMC desde valores bajos en
los grupos de bajo peso a valores altos en los grupos de obesidad. Sin

embargo los valores maximos tanto de GHBP como de leptina se

alcanzaron ya en la obesidad simple y se mantuvieron a pesar de los

grandes aumentos del IMC observados en la obesidad mérbida y
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supermorbida. Del mismo modo en los diferentes grupos de bajo peso la
disminucidon progresiva del IMC no se acompafiaba de disminuciones

paralelas tanto en las concentraciones de GHBP como de la leptina.

Ademas, se observo una fuerte correlaciéon entre la GHBP y SDS-leptina
(r=0.8; p<0.0001). Para descartar que esta relacion fuera debida a la
relacion que presentan ambas con el IMC, se realizé un analisis de
regresidon multiple que revel6 que la SDS-leptina es un determinante
significativo de la GHBP, contribuyendo a explicar el 64% de la variacion
de esta ultima, mientras que el IMC no contribuyd mas a explicar los

cambios en la GHBP.
Estos resultados sugieren que existe un mecanismo fisiolégico que
implica a ambas GHBP vy leptina, pudiendo especular que la leptina

puede ser la sefal que induce los cambios en la expresion de la

GHBP/GHR relacionados con la nutricion.

4.3.2 Articulo
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ABSTRACT

The aim of this work was to assess the relationship between GH-
binding protein (GHBEP) and leptin. Both peptides are nutritionally
regulated, but the recent implication of a role for leptin in the GH axis
requires further study.

To avoid the sexual dimorphism in leptin values, we performed
leptin standardization according to gender (sD score-leptin). The re-
lationship between sp seore-leptin and GHEP was studied in 128
adults with different nutritional status [8 groups accerding to body
mass index (BMI)], ranging from severely underweight anorexia ner-
vosa to highly morbid obesity.

Both GHEP and sp score-leptin significantly increased according

to BMI within the range from 18-27 kg/m?, whercas no significant
differences were found among underweight groups (BMI, <18 kg/m*)
or among obesity grades (BMI, >27 kg/m?).

We found a strong correlation between GHEP and sp score-leptin
(r = 0.8; P < 0.0001). Multiple regression analysis revealed sb seore-
leptin to be a significant determinant of GHBEP, aceounting for 64%
of the variation, whereas BMI did not contribute further to explaining
changes in GHEP. This suggests a physiological pathway involving
both GHBP (the soluble fraction of GH receptor) and leptin, Thus, we
might speculate that leptin could be the signal that induces the re-
lated nutritional changes observed in GHBP/GH receptor expression.
(o Clin Endocrinol Metab 83: 2006-2011, 1998)

UTRITIONAL status plays an important role in the
regulation of the GH axis, because GH secretion is
markedly influenced by body composition (1). A component
of this axis, the specific high affinity binding protein for GH
(GHBP) in humans, derives from GH membrane receptors by
proteolytic cleavage and is identical to the extracellular bind-
ing domain of this receptor (2, 3). Thus, serum GHBP activity
provides an indirect measure of GH receptor status.

During adult life, serum GHBP levels remain relatively
constant, but vary widely from individual to individual,
related basically to their nourishment status. Thus, under-
nutrition situations such as anorexia nervosa are associated
with elevated GH secretion and low GHBT activity and sug-
gest GH resistance (4-6), whereas obesity is accompanied by
low GH secretion and elevated GHEP levels (6-9). Moreover,
a direct relationship between body mass index (BMI) and
GHBP activity has consistently been reported, even among
normal weight subjects (10, 11). However, the mechanism
underlying the strong link among nutritional status, GH
secretion, and GHBP remains unknown.

Leptin, the protein of the adipocyte-specific (ob) gene pro-
duced in adipose tissue, has been implicated in the regulation
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of appetite and whole body energy balance (12, 13). In hu-
mans, a strong relationship between serum leptin levels and
measurements of body fatness has been demonstrated (14—
17). Recent evidence suggests that leptin plays a role in GH
secretion regulation and might be the signal connecting the
GH axis with adipose tissue in rats (18). To date, only four
studies analyzing the relationship between leptin and GHBEP
have been conducted in humans: normal weight adults (19),
depressed adult patients (20), prepubertal children (21), and
obese pubertal children and adolescents (22). The purpose of
this paper was to study the connection between GHBP and
leptin in adults with a wide range of BMI to ascertain
whether serum leptin levels might be a factor linking nutri-
tion with serum GHBI activity.

Subjects and Methods

One hundred and twenty-eight adults (95 women and 33 men; age
range, 17-68 yr; BMI range, 12.6=77.4) were studied. Thirly-four were
anorexia nervosa patients whoese weight had remained unchanged
within 3 months before the study. These patients with anorexia nervosa
were divided into 3 groups: group I (BML, =14.5 kg/m?) consisted of 7
patients who were severely underweight, group I (BMI, >14.5 kg/m*
and <16 kg/m® ) consisted of 8 underwaght patients, and group II1
(BMI, =16 kg/m? and <18 kg/m?) consisted of 19 patients with pdrtml
weight recovery. Forty-eight were normal weight (group IV; BMI, =18
kg/m® and <27 kg/m®), and 12 were overweight (group V; BMI, =27
kg;’m and <30 kg/m?®) healthy adults. Thirty-four patients with long
lasting obesity were studied before entering a weight reduction pro-
gram; 13 were simple obese (group VI BMI, =30 kg/m* and <40
kg/m* J 11 were morbidly obese (group VII; BMI, =40 kg/m? and <50
kg,.-"m ), and 10 were highly morbidly obese (group VIII; BMI, =30
kg/ m?: Table 1).
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TABLE 1. Characteristics of the eight groups of subjects

Group VIIL:

CGroup VII:

BMI 40-49.9
{morbidly abese)

Group VI:
BMI 30-39.9

(simple obese)

Group V:
BMI 27-28.9

Group IV:
BMI, 18-26.9
(normal weight)

Group 111
BMI 16-17.9

{partly weight-recovered)

Group 11:
BMI 14.6-15.9

Group I:
BMI =14.5

(severely underweight)

BMI 50-80
(highly morbidly cbese)

(overweight)

{underweight)

10 (8/2)

36.7 = 4.1

11010¢1)

305 + 28

13 (&8/5)

46.1 + 4.3

12 (7/5)

447 = 3.0

48 (32116)
376+ 16

19 (16/3)

231+15

8 (8/0)
21.1 = 0.9
(18-25)

TG

211 *1.2

No. (women/men)

Age (yr)

(18-55)
GBE6+28
(50.7=77.4)
457+ 37

(28-53)
44.5 = 0.8

(40.6-49.3)

(18-68)
344 = 0.8
(30.3-39.2)
43.6 = 1.9

(28-60)

282 =02
(27.2-29.3)

373 = 2.0

(19-67)
231+ 04
(18.3-26.8)
30,1 = 1.4

(16-17.7)

(17-43)
165+ 1.6

167 0.1

153 x0.2
(14.7-15.8)

(17-25)

13.9 * 0.2
(12.6-14.5)

101 25

BMI (kg/m®)

429 = 26

152 +22

GHBP (%)

(33.4-54.8)

(34.1-58.3)

(24.2-47.7)  (32.8-51.4)

(8.3-23.9) (9.3-26.9) (10.8-55)

(2.7-20.3)

Leptin (ng/mL)y"

(22.5-81.8)
191+19

479 *+12

+l

14 .
(20.5-115.7)

b1

(17.5-80.2)

31.8=x12
14.6 = 1.3

19.7 = 1.2
(8.9-20.7)
62 =13

(2.4-37.6)
3.7+11

104 = 1.1

25+ 1.2
(0.7-5.8)

16+1.2
(1.0-4.2)

#
se
-

Women

8.2
(3.5-16.2) (7.1-26.9) (10.2-36.1)

(1.2-9.2)

2.0+ 1.4
(L1-2.9

"f
ol

Men

234

Log (leptin)

3.87 = 0.16
(3.11-4.40)

2,95 + (.63

4.84 £ 013
(3.41-4.75)

3.46 = 0.16
(2.86-4.38)
2.68 £ 0.25
(1.96-3.29)
212 = 0.28

2,98 + 0.16
(2.18-3.39)

0.11

(0.87-3.63)

091 =0.15
(0.36-1.75)

0.48 * 0.2
10.00-1.43)

0.14

(0.00-0.78)

0.26

Women

GHBP DEPENDS ON LEPTIN 2007

2.1

1.82 * 0.28
(1.25-2.78)

1.00 + 0.26
(—0.25-2.97)

0.12

1.3
(0.18-2.22)

0.71 = 0.31
(0.09-1.06)

—2.06

0.88

Men

(2.32-3.68)
254 0.3

2.38 0.2

—0.00 = 0.14
(—2,27-1.98)

0.23

—2.88 + 0.38

(—3.62-(-0.86))
Values are the mean * sen, with the range in parentheses.

* Geometric mean (log back-transformed mean).

sn score-leptin

(1.19-4.58)

(1L.6-3.71)

(0.8-3.99)

(—4.17-(-0.48))

A baseline blood sample was drawn after an overnight fast in patients
and controls for GH, GHEBP, and leptin measurements (GHBP was not
available in 19). After extraction, blood samples were maintained at
room temperature and centrifuged within 4 h. Serum was stored at =20
C until assayed.

Hormone assays

Serum leptin concentrations were measured by a commercial RIA
(Linco Research, St. Louis, MO). The intraassay coefficient of variations
{CVs) ranged from 3.4-8.3%, and interassay CVs ranged from 3.6-6.2%.
Serum GH concentrations were measured using a solid phase, two-site
chemiluminescent enzyme immunometric assay for use with the Im-
mulite Automated Analyzer (Immulite hGH, Diagnostic Products Corp.,
Los Angeles, CA), which uses standards calibrated against the Interna-
tional Standard 80/505. The assay has sensitivity of 0.05 ng/mL, with
interassay CVs ranging from 5.5-6.5%.

GHBP measurement

GHBEP activity was measured by the high performance liquid chro-
matography-gel filtration method of Tar ef al. (23). Brieﬂy, recombinant
human (h) GH (Humatrope, Eli Lilly Co., Indianapolis, IN) was radio-
labeled with ['**I|Na using the chloramine-T method modified by Le-
sniak et al. (24), and purified weekly by gel filtration chromatography.
Serum (100 L) was incubated overnight at 4 C with 100 L potassium
phosphate buffer and 0.1% BSA containing monomeric [*IJhGH (0.5
ng). A parallel incubation was carried out in the presence of an excess
of recombinant hGH (2 pg) to evaluate nonspecific binding. The entire
incubation mixture was injected into an high performance liquid chro-
matograph (model series 2, Perkin-Elmer, Norwalk, CT) with a Protein
Pack 300 sw column (Waters, Millipore, Milford, MA; 0.75 % 30 cm) to
separate bound and free ["IJhGH. The eluate was collected in 30-s
fractions, and radioactivity was counted in an automatic y-counter
(GAMBYT, CR-20, Diagnostic Products Corp.). Binding of ["*IJhGH was
expressed as the radioactivity in individual peak II divided by the sum
of the radicactivity in peaks L, 1L and I1I. Binding to peak II-BP was given
as a percentage of specific binding, caleulated as the difference between
total (incubation without unlabeled hGH) and nonspecific {incubation
with excess hGH) binding. Interassay CVs were 8.4% and 2.8% at levels
of 40.9% and 19.2% GHBI activity, respectively. GHBP activity was
corrected for endogenous GH interference at serum GH concentrations
above 7 ng/mL (25).

Calculations and statistical analysis

BMI was calculated dividing weight (kilograms) by height (meters)”.

All statistical analyses were made with the statistical software pack-
age SPSS, version 6.0.1 (SPSS, Chicago, IL). Data were first tested for
normal distribution using the Kolmogorov-Smirnov test of normality.
Leptin concentrations were not normally distributed, so they were log-
arithmically transformed before analysis (log leptin).

To overcome gender differences in leptin concentrations, individual
leptin values were standardized according to sex-matched leptin levels
observed in the normal weight group as follows: sp score-leptin = {[log
(observed leptin) — log (geometric mean)]/sp}. For men: sp score-lep-
tin = (log observed leptin — log 3.7)/0.49; for women: s0 score-leptin =
(log observed leptin — log 10.4)/0.65.

One-way ANOVA was used to assess potential differences among
groups followed by Scheffe’s F test for multiple comparisons. Bivariate
correlations and multiple linear regression analyses were performed to
test the relationship among GHBEP, log (leptin), 5o score of leptin, and
BMI. All data were expressed as the mean = sem. The level of signif-
icance was set at P < 0.05.

Results

Hormone results

Hormone results obtained in all groups studied are shown
in Table 1. In the normal weight group, no differences were
found in GHBP activity according to gender, but serum lep-
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tin concentrations in men were significantly lower than those
in women (P < 0.0001).

Figure 1A shows the mean = sg GHBP activity in all
groups studied. One-way ANOVA revealed significantly de-
creased GHBP activity in the underweight groups {groups I,
II, and III} compared to the others, whereas no differences
were found among them. GHEP activity was significantly
lower in normal weight subjects (group 1V) compared to
obese patients (groups VI, VII, and VIII), but did not differ
from that in overweight subjects (group V). No differences
were observed in GHBP activity among groups with BMI
above 27 kg/ m’ (groups V, VI, VII, and VIII).

Mean = sE sD score-leptin results in all groups are shown
inFig. 1B. One-way ANOVA showed significantly decreased
sD score-leptin in the underweight groups (groups I, 11, and
1II) compared to the others, whereas no differences were
found among them. The sp score-leptin was significantly
lower in normal weight subjects (group 1V) compared to
those in obese patients (groups VI, VI, and VIII), but did not
differ from that in overweight subjects (group V). No dif-
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Fig. 1. Serum GHEP activity (A) and sD score-leptin (B) in all sub-
jects studied: group I, severely underweight (BMI, =14.5 kg/m* n =
7); group 11, underweight (BMI, >14.5 and <16 kg/m®) (n = 8); group
111, partly weight recovered (BML, =16 and <18 kg/fm*; n = 19); group
IV, normal weight (BMI, =18 and 27 kg/m?®, n = 48); group V, over-
weight (BMI, =27 and <30 kg/m?® n = 12); group VI, simple obese
(BMI, =30 and =40 kg/m?®; n = 13); group VII, morbidly obese (BMI,
=40 and <50 kg/m®, n = 11); and group VIIIL, highly morbidly cbese
(BMI, =50 kg/m? n = 10). Results are expressed as the mean * SEM.
= P < 0.05 vs. other groups and P = NS among them; *¥, P < 0.05
va. groups VI, VII, and VIII and P = NS vs. group V; ***, P = NS
among them.
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ferences were observed in sp score-leptin among groups with
BMI above 27 kg/m® (groups V, VI, VII, and VIII).

Correlation analyses

Bivariate correlation analyses showed a positive correla-
tion between serum GHBP activity and BML (r = 0.71; P <
0.0001) and between sp score-leptin and BMI (r = 0.75; P <
0.0001; Fig. 2, A and B). Moreover, GHBI” activity correlated
significantly with log leptin concentrations (r = 0.77; P <
0.0001), but when sexual dimorphism was avoided (sp score-
leptin), a stronger correlation was found (r = 0.8; P < 0.0001;
Fig. 3).

Multiple regression analysis revealed that changes in sp
score-leptin were significant determinants of changes in
GHBEP, whereas the contribution of BMI was not significant
(Table 2). The same observations were found when logarith-
mically transformed leptin concentrations were separately
analyzed by gender.

=

O 5 40 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 &5 VO V5 &80 88
BMI (Kgim®)

5D score-leptin
=

-5+ ——r T T T v T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55 80 &5 TO 75 B8O GBS
BMI (Kgim® )

Fic. 2. Correlation between GHBP and BMI (A r = 0.71; P < 0.0001)
and between 3D score-leptin and BMI (B; r = 0.77; P < 0.0001} in all
subjects studied (n = 108).
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Fic. 3. Correlation between GHBP and 50 seore-leptin (r = 0.8; P <
0.0001) in all subjects studied (n = 109).

TABLE 2. Multiple regression analysis with GHBP as dependent
variable

Dependent variable: GHEP activity

Independent variable

B (s} P value % Change in r*
Intercept (a) 25.9(28)  <0.00001
BMI 0.16 (0.10) NS 14.0
5D score-leptin 4.72(0.62) <0.00001 69.1
r? 0.64
Intercept (o) 9.86(2.14) <0.00001
BMI 0.06 (0.12) NS 5.3
Logy,pein (Women) §.2(1.17)  =0.00001 V8.3
e 0.69
Intercept {a) 5.82 (6.05) NS
BMI 0.62 (0.34) NS 36.5
Logypuie (men) 6.08(2.83)  0.04 428
r? 0.56

BISE): regression coefficient (standard error).

Discussion

Despite the increasing knowledge of leptin physiology, the
relationship between the GH axis and leptin has only re-
cently been studied (18-22, 26-28). Carro et al. found that
leptin antiserum administration to rats leads to a decrease in
spontaneous GH secretion, and that leptin administration
reverses the inhibitory effect of fasting; thus, they propose
that leptin might act as a metabolic signal connecting the
somatotroph axis with adipose tissue in rats (18). Both GHBP
and leptin have been proposed as good markers of nutri-
tional status (4-9, 29, 30). Both change acutely with feeding
and fasting manipulation (4, 8, 16) and correlate strongly
with body fatness measurements (10, 11, 14-17), but to date
only four reports have studied the relationship among BMI,
GHBP activity, and leptin in humans (19-22).

The relationship between body fatness and leptin concen-
trations is significantly influenced by gender in children and
adults (14, 17, 27, 31, 32). In accordance with other studies,
serum leptin levels in women in our normal weight group
were almost 3-fold higher than those in men; thus, sex must

2009

be taken into account when analyzing leptin data (14, 17, 19,
27, 28, 31, 32). Previous reports have found that gender
influence can be overcome by correcting leptin levels ac-
cording to body fat (15, 16, 27), but others have reported that
this sexual dimorphism persists after body composition and
fatdistribution have been adjusted (14,17, 27,32). To perform
statistical comparisons with GHBP, which is not significantly
affected by gender (23), we standardized leptin concentra-
tions according to sex (sp score-leptin) after logarithmic
transformation of leptin data. Standardization is a common
procedure in age-dependent hormone parameters, but has
not yet been used to express male and female leptin levels
together.

To our knowledge, no studies on GHEP and leptin in
individuals with such a wide range of BMI including dif-
ferent degrees of underweight (ranging from severe under-
weight to partly weight recovered) and overweight (from
overweight to highly morbid obesity) have been reported. As
expected, we found that GHBP activity and sp score-leptin
increased according to BMI. Both GHBEP and sp score-leptin
were significantly higher in obese groups than in normal
weight adults or anorexic patients and were significantly
lower in anorexic compared with normal weight subjects
{4-9, 33). However, we found no further increase in GHBP
or sb score-leptin above a BMI of 27 kg/m”* despite almost
triplicate BMI. Furthermore, we found no significant de-
crease in either GHBP or sp score-leptin among the under-
weight groups (BMI, <18 kg/m?). The fact that leptin levels
remained unchanged in the underweight and obese groups
supports the hypothesis that leptin is not merely a pon-
derostat (34). If leptin only informed of the size of the adipose
tissue depot, we would expect a progressive increase in its
levels parallel to the degree of obesity. Recently, a number of
experimental studies have suggested that the relationship
between leptin and energy balance does not depend on body
fatness alone, but is much more complex, as supported by the
close relationship between leptin and thermogenesis (35), the
influence of selective micronutrients on leptin expression,
and the circadian rhythmicity of leptin levels (29, 34).

In our study, sD score-leptin and GHBEP correlated signif-
icantly with BMI, in agreement with the findings of others
(10, 11, 14-17). Moreover, a stronger correlation was found
between sp score-leptin and GHBP. Multiple regression anal-
yses revealed that changes in sp score-leptin were significant
determinants of GHBP variation, whereas BMI did not con-
tribute further to accounting for changes in GHBEP. Changes
in sp score-leptin explained 64% of the variation in GHBEP
levels. Similar results were found when the relationship be-
tween GHBP and log leptin was analyzed separately in men
and women. Qur results concur with those of Bjarnason etal.
(21), who reported a strong correlation between serum GHBP
and leptin concentrations after adjustment for BMIin a group
of normal prepubertal children. In the same report, in a
group of short children born small for gestational age, serum
GHBP correlated with serum leptin levels, whereas correla-
tions between GHBP and BMI, and leptin and BMI were
absent. Our results are also in agreement with those reported
by Kratzsch et al. (22), who found an association between
serum GHBP and leptin levels in a group of obese pubertal
children and adolescents, which remained significant after
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controlling for percent body fat. In contrast, Fisker ef al. (19)
and Deuschle et al. (20) found no significant correlation be-
tween GHBP and leptin when controlling for estimates of
body fatness. However, in these reports the adult population
studied was smaller than ours.

To date, the role of nutrition-induced alterations in GHBI
levels, as well as the precise nutritional factor responsible for
the GHBP /GH receptor change, remain unknown. From our
findings, we speculate that leptin may be the signal linking
nutrition and GHBP/receptor changes, which suggests a
physiological pathway involving both GHBP and leptin. We
concur with Jorgensen et al. (36), who speculated that
GHBP /GH receptor levels may influence the balance or par-
titioning between the direct effects, those related to lipid and
C(‘lrbUh)"dl'dtL metabolism, and the insulin-like growth factor

I (IGF-I)-mediated effects of GH. Low leptin levels observed
in undernourished states might, therefore, account for the
decreased production of GHEP /receptor and IGF-I, which,
through reduced negative feedback, results in increased GH
production (4-6, 30, 33). Thus, in undernutrition, direct met-
abolic actions of GH in terms of increased lipolysis and
glucose sparing are enhanced so that available nutrients may
be used instead of growth for energy production and other
metabolic functions (4, 30, 36). The opposite occurs in over-
nutrition and obesity when nutrients are plentiful and can be
used largely to promote energy storage and somatic growth.
In these situations increased leptin levels could induce
GHEBP /GH receptor expression. This may explain the normal
to high IGF-I levels found in overnutrition despite blunted
GH secretion (7, 30). This higher GHBP’/GH receptor and
IGF-T levels are consistent with the accelerated growth rate
observed in well nourished children despite low GH secre-
tion (7, 10, 30), whereas during adulthood, diminished lipo-
Iytic GH activity might contribute to perpetuating obesity
(36).

Other similarities between these peptides also lead us to
think that they are closely linked. Leptin, GH, and other
nutrition-related peptides such as tumor necrosis factor-e
share some biochemical and structural analogies. These pep-
tides are involved in the regulation of energy expenditure
and body weight (37). Moreover, their receptors belong to the
same cytokine receptor superfamily (38-40). These receptors
have been found to have soluble isoforms in addition to the
membrane-bound isoforms (40). Thus, leptin, GH, tumor
necrosis factor o, and other cytokines circulate bound to
specific binding proteins that modulate the availability of
free hormones for their biological actions (2, 3, 41, 42). In this
way, GHBP represents the soluble form of the GH receptor,
and recently, the presence of leptin-binding proteins in se-
rum, one of which appears to be the soluble leptin receptor
Ob-Re, has been demonstrated (3, 41, 42). Further studies are
required to clarify these relationships.
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5. DISCUSION



Discusion

La identificacion y caracterizacion de una proteina transportadora de la
hormona de crecimiento relacionada con su receptor, en el suero, ha
abierto nuevas perspectivas en la investigacion de los receptores y la
accion de la GH. La determinacion de la concentracién o actividad de la
GHBP en suero ha tenido un notable interés clinico y fisioldgico pues su
estructura se corresponde con el dominio extracelular del receptor de la
GH y su medida en el suero puede reflejar la de los receptores tisulares

de GH, cuya accesibilidad es muy limitada.

Tras su descripcion inicial®® han aumentado de forma progresiva el
numero de publicaciones sobre esta proteina. Sin embargo, todavia
existen muchas incognitas respecto a su funcién, mecanismo y
regulacién de su produccion. El papel exacto de la GHBP dentro del eje
GH-IGF-I eje todavia se desconoce y por el momento la pregunta de si
se trata de un componente pasivo que actua simplemente como
transporte de la GH o si por el contrario tiene un papel activo en la
regulacién del mismo, permanece sin respuesta. El hecho de que la
GHBP se haya conservado a través de la evolucion de los vertebrados
(se ha encontrado GHBP en la sangre de teledsteos, reptiles, aves y
mamiferos) y que se pueda generar mediante dos mecanismos

diferentes sugiere que su funcién biolégica ha de ser importante®.

Con la finalidad de contribuir al estudio de esta proteina, las
investigaciones realizadas en esta tesis se han desarrollado dentro de
las siguientes areas: desarrollo y comparacién de metodologias para su
determinacion; investigacion de esta proteina en nifios con distintos tipos

de retraso de crecimiento en relacion con los estados de insensibilidad a
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la accion de la GH y por ultimo, estudio de la estrecha relacion que existe
entre la GHBP y la nutricidén, valorando la implicacion de la leptina en

dicha relacion.

En esta discusion general se seguira también el mismo esquema, pero
se ha querido dar un enfoque global a los hallazgos mas relevantes de
esta tesis; mas alla de las consideraciones especificas de cada grupo de
resultados que ya se han realizado en las discusiones pertinentes de

cada articulo.

e Comparacion de métodos

Actualmente no existe un método definitivo para medir la concentracién
de GHBP en el suero. Su determinacidén no esta exenta de dificultades
técnicas y bajo las mismas situaciones clinicas se han referido datos
discrepantes y equivocos. Los métodos para valorar la GHBP en suero
pueden clasificarse dentro de dos grandes grupos; los métodos de union,
que miden la capacidad funcional de unién a la GH y los métodos que

miden la GHBP inmunorreactiva.

Las concentraciones de GHBP halladas con los diferentes tipos de
meétodos inmunorreactivos varian del orden de tres a diez veces segun
los distintos autores, obteniéndose con ellos gran variedad de rangos de

89.116120121.186187 " Enire |as variables que pueden influir en

normalida
estas discrepancias cabe destacar las que dependen de los diferentes

disefios de los métodos, los diferentes estandares utilizados (GHBP
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recombinante glicosilada o no), la especificidad del epitopo, la afinidad
del anticuerpo y otras variables que influyen en la unién/disociaciéon de la
GH/GHBP como son la temperatura, la fuerza i6nica de los tampones,
etc. Por ello, a pesar de que las principales ventajas de los métodos
inmunorreactivos radican en su capacidad de medir un gran numero de
muestras en cada serie analitica y en que no se ven afectados por la
concentracion endogena de la GH presente en la muestra se decidio

comparar dos meétodos de union.

Puesto que nos interesaba determinar la GHBP funcionalmente activa,
se escogieron dos métodos de union que fueran técnicamente posibles
de llevar a cabo en nuestro laboratorio. Los ensayos de union, tras una
primera fase comun de incubacidn del suero con GH marcada
radiactivamente, se diferencian en el método de separacién de la GH
marcada ligada a la GHBP, de la libre. Los métodos de separacion
elegidos fueron HPLC-filtracion en gel™, y adsorcion mediante carbon
dextrano®®. A pesar de que en la literatura se han publicado varios
estudios en los que se ha empleado alguna de estas metodologias,
antes de nuestra primera publicacion (Resultados: estudio 1), no existian

estudios comparativos de ambos métodos.

Con la finalidad de comparar diferentes caracteristicas analiticas de los
dos ensayos de union se realizaron varios estudios de desplazamiento
de la unidon GHBP:GH-I'®°, incubando dos mezclas de sueros de
actividades distintas de GHBP con cantidades crecientes de GH sin
marcar. La capacidad de unién maxima y constante de afinidad de la

GHBP derivadas de las curvas de desplazamiento y del analisis
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Scatchard fueron similares entre ambos métodos. Los resultados
obtenidos en las curvas de desplazamiento demostraron que la actividad
GHBP medida debia corregirse en los dos métodos cuando la
concentracién de GH enddgena fuera superior o igual a 7 ng/mL. Se han

publicado concentraciones similares en diferentes estudios®>1%%°

Un factor muy importante en los métodos de union, es la calidad de la
GH marcada radiactivamente sobre todo cuando ésta procede de
diferentes marcajes'®®. En nuestro estudio, la pureza de la misma se
aseguré semanalmente mediante cromatografia de filtracion en gel con
columnas de Sephacryl 200 HR (55 x 1.6 cm) y sélo se utilizé la GH-1"*°

durante las cuatro semanas posteriores al marcaje.

En nuestro primer estudio fue necesario utilizar GH marcada
radiactivamente procedente de cinco marcajes distintos y la imprecision
interserial se expres6 como total, intra e intermarcaje. EI material de
control que se incluyd en cada serie correspondia a dos mezclas de
sueros de pacientes obesos y adultos sanos, para realizar el estudio de
imprecision a dos niveles de actividad GHBP, alta y media
respectivamente. Nuestros coeficientes de variacion (CVs) interserial
total e intermarcaje para ambos métodos fueron superiores al CV
intramarcaje. Al comparar nuestros resultados de imprecision, hemos
hallado que nuestros CVs intramarcaje eran similares a CVs interseriales
publicados por otros autores. Asi, con el método de separacion por
HPLC, se han publicado trabajos en que para una actividad de GHBP del
32.2% o del 25.1 % se han encontrados CVs interseriales del 8%,

mientras que para actividades de GHBP del 3.6% el coeficiente de
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variacion era del 18 %'>% . Lo mismo sucede con los CVs interseriales
publicados con el método de separacion mediante carbon dextrano que
oscilan entre un 4.63% y un 16% segln los autores®®'1¢13813% gjp
embargo, en la mayoria de ellos no se detalla si se trata de CVs

interseriales correspondientes a uno o varios marcajes.

En nuestro estudio, los porcentajes de union especifica en valor absoluto
fueron muy distintos para ambos métodos, debido a las diferencias en el
modo de calcular el porcentaje de unién especifica. Esto imposibilitaba la
comparacion de los resultados obtenidos por ambos métodos. Sin
embargo, cuando los resultados de ambos métodos se expresaron en
porcentaje de union relativa, los resultados fueron comparables. Del
mismo modo, a pesar de que en apariencia el CV para el método CD era
mayor, cuando los resultados se expresaron en forma de union
especifica relativa no se obtuvieron diferencias significativas en las
imprecisiones de ambos métodos. Ademas, se obtuvo una correlacion

significativa entre las actividades GHBP obtenidas con ambos métodos.

La ventaja principal del método de separacion mediante HPLC Yy filtracion
en gel respecto al método de separacion con carbon dextrano es que el
primero tiene la capacidad de medir especificamente la GHBP de alta
afinidad. Sin embargo, con el método de separacién mediante carbon
dextrano se mide la GHBP total presente en la muestra, tanto la de alta
como la de baja afinidad. Este hecho era importante para nuestro trabajo
pues solo la GHBP de alta afinidad se ha relacionado con el receptor de

la GH. Otro inconveniente de la separacion mediante carbon dextrano
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fue que la union no especifica en algunas muestras era muy elevada,

impidiendo la obtencidn de resultados en alguna de ellas.

Por todo lo anterior, podemos concluir que a pesar de la mayor
complejidad técnica, la separacién mediante HPLC vy filtracion en gel es
un método reproducible y especifico y relativamente rapido, por lo que
fue el método elegido para determinar la actividad de GHBP de alta

afinidad en este trabajo.

¢ GHBP como marcador de la sensibilidad a la accion a la GH

en ninos con talla baja

Se habla de talla baja en un nifio cuando ésta se situa por debajo del
percentil 3 y la velocidad de crecimiento es inferior al percentil 25
respecto a su edad cronoldgica. La mayoria de los nifios que tiene talla
baja no presentan un déficit de secrecién de GH, definido éste como la
falta de respuesta de la GH a diferentes pruebas de estimulacion'®%°",
Tras descartar otras causas conocidas de talla baja, estos pacientes se
clasifican como talla baja idiopatica, indicando asi que la causa de su
retraso de crecimiento se desconoce. Las causas del retraso de
crecimiento observado en estos niflos probablemente son heterogéneas.
Algunos de estos pacientes tienen una secrecion endogena de GH
inadecuada bajo condiciones fisiolégicas pero tienen una respuesta

192,193,194,195 Recientemente, se

adecuada a las pruebas de estimulacion
ha demostrado que algunos de estos nifilos con talla baja idiopatica

tendrian una insensibilidad parcial a la accion de la GH.

87



Discusion

Este sindrome de insensibilidad parcial también denominado por algunos
autores sindrome de insensibilidad atipica’®®, se caracteriza por la
ausencia de rasgos dismorficos junto con una respuesta de la GH a las
pruebas de estimulacion normal o exagerada y concentraciones de IGF-I
disminuidas. Los defectos genéticos subyacentes a los estados de
insensibilidad parcial a la GH probablemente son heterogéneos debidos
a defectos moleculares del GHR o alteraciones en uno o mas
mecanismos de transmision de la sefal'®"'%®. La actividad de la GHBP
plasmatica suele estar disminuida aunque algunos casos puede ser

normal o alta dependiendo del lugar de la mutacién.

Las primeras evidencias de que el GHR estaba involucrado en este
sindrome partieron de varios estudios realizados en nifilos con talla baja
idiopatica en que se demostraba la existencia de concentraciones bajas
de GHBP'0>166.167.168 'Est\1dios posteriores han demostrado que sélo un 2
% de los nifios con talla baja idiopatica presentan mutaciones leves o

197

polimorfismos en el gen del GHR ™', sin embargo algunos de estos

polimorfismos se encuentran con similar frecuencia en pacientes y

controles. Finalmente, Johnston y cols'®

en un grupo de nifos con talla
baja idiopatica y GHBP normal no encuentran ninguna mutacion en el
dominio intracelular del receptor de la GH, y recomienda realizar la
determinacion de GHBP en suero antes de iniciar estudios moleculares

mas complejos.
A raiz de los diferentes estudios realizados en la cohorte europea de

pacientes con insensibilidad a la accién de la GH se ha avanzado

mucho en el diagnostico y caracterizacion de los estados de
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insensibilidad parcial a la accion de la GH™'*°. Savage y cols™*® han
establecido unos criterios diagnosticos basados en parametros
auxolégicos y bioquimicos entre los que se incluye la actividad GHBP
medida por el método utilizado en nuestro estudio, HPLC vy filtracién en

gel, considerando bajos los valores inferiores al 10 %.

En nuestro estudio el porcentaje de nifios con talla baja idiopatica que
presentaron una GHBP inferior al 10 % fue del 1,85 %. Este porcentaje

es similar al encontrado por Goddard y cols '%’.

Respecto a la relacién positiva que hemos encontrado entre la edad
cronoldgica y la actividad GHBP, nuestros resultados coinciden con los

obtenidos por otros autores 3?98

, pero en la literatura existen datos
contradictorios a este respecto y no siempre se encuentra esta relacion
124.137 Es posible que estas discrepancias se deban principalmente a la
diferencia en los rangos de edades incluidos en los distintos grupos
estudiados pues los cambios en las concentraciones de GHBP
relacionados con la edad son mas acusados en los primeros afos de

V|da 87,123.

En nuestro estudio, no hemos encontrado una correlacién significativa
entre la actividad GHBP vy la talla expresada en desviaciones estandar

(SDS). Este resultado coincide con los datos publicados por otros

104, 198 123

autores , pero se contradice con los publicados por Massa y cols

y Silbergeld y cols®”, quienes encuentran una relacién positiva entre
actividad GHBP vy talla SDS. Del mismo modo, en concordancia con los

199

resultados observados por otros Attie y cols ™ no hemos encontrado

89



Discusion

diferencias significativas en la actividad GHBP entre los nifilos con déficit
de GH, talla baja idiopatica y grupo control. Sin embargo respecto a la
actividad de la GHBP en nifios con déficit de GH se han publicado

resultados contradictorios, habiendose encontrando concentraciones

109,110,111 112,113

disminuidas e incluso elevadas
Las diferencias entre los distintos métodos de determinacién de la GHBP
y las variaciones en la concentracion de GHBP segun el estado
nutricional pueden contribuir a explicar el hallazgo de estas

discrepancias.

e Implicacion de Ila leptina en la regulacién de las

concentraciones de GH

El descubrimiento de la leptina en el afio 1994, proporciond una pieza
importante en el estudio de la obesidad. Esta hormona es un péptido de
167 aminoacidos (16 Kda), producido exclusivamente en el tejido
adiposo?®® 2! E[ raton ob/ob tiene un déficit de leptina y se caracteriza
por padecer obesidad, hiperfagia, hiperglicemia, hiperinsulinemia,
resistencia a la insulina, hipotermia e infertilidad. La administracion de
leptina a esos ratones corrige estos defectos. Los ratones db/db tienen
un defecto en el receptor de la leptina y son resistentes a la accion de la
misma, por ello su obesidad no se corrige con la administracion de

Ieptinazoz’ 203

En el ser humano, las concentraciones de leptina estan aumentadas en

la obesidad y disminuidas en la desnutricion. La existencia de niveles de

90



Discusion

leptina aumentados en proporcion al aumento de grasa corporal ha
sugerido que la obesidad puede ser debida a la resistencia a la
leptina®®'?**, En estudios en animales y en humanos se ha demostrado
que existe una estrecha relacion entre la grasa corporal y la leptina
plasmatica, sugiriendo que esta ultima actua como senal en el cerebro y
en otros tejidos informando sobre los depdsitos de grasa y la reserva

energética®’.

Al igual que el receptor de la GH, el receptor de la leptina pertenece a la
familia de receptores de las citoquinas de clase I. El receptor de la leptina
presenta varias formas moleculares, una de las cuales carece del
dominio transmembrana y se ha sugerido que podria ser la fraccion
soluble del receptor, actuando como proteina transportadora de la leptina

circulante 204205206

. En los individuos delgados el 50% de la leptina
circula unida a proteinas. La fraccidn libre esta aumentada en obesos,
por ello se ha descartado la posibilidad de que la resistencia a la leptina

fuese debida a un exceso de union a proteinas transportadoras?®*2%’.

La aparente ubicuidad de los receptores de leptina en tejidos periféricos
sugiere que debe tener un papel importante en la regulacion del
metabolismo en los tejidos perféricos, independientemente de su accion
central en hipotalamo®®*. Parece ser que la leptina no sélo esta implicada
en la regulacion del peso corporal y balance energético, sino que
desempefa también un papel importante en otras vias endocrinas, como

las relacionadas con la reproducci(')nzos.
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Recientemente, se han publicado algunos estudios que relacionan la
leptina con el eje GH-IGF-l. En este sentido, Carro y cols®® han
encontrado que la administracion de suero anti-leptina en ratas
disminuye la secrecién de GH y que la administracion de leptina bloquea
el efecto inhibidor del ayuno sobre la secrecion de GH. Sin embargo, es
importante destacar que la regulacion del eje GH en ratas y ratones es
muy diferente a la del hombre y por lo tanto los resultados obtenidos en
distintas especies no son extrapolables.

Tanto la leptina como la GHBP estan reguladas nutricionalmente®-"932%3,
En la desnutricion y en la obesidad los cambios en la concentracion de

P99,102,201 y

ambas proteinas muestran una fuerte correlacion con el IMC y otras
|101,103,200,201,210,211

leptina ocurren en paralelo a los cambios en la actividad GHB
medidas de grasa corpora . Sin embargo, la relacion

entre GHBP, leptina e IMC no habia sido estudiada en profundidad .

Se ha descrito que las concentraciones de leptina son mas altas en

210, 21, 212 En nuestro estudio también se

mujeres que en hombres
observdé un marcado dimorfismo sexual en las concentraciones de
leptina, por ello previamente al analisis de los resultados obtenidos, fue
necesaria la estandarizacion de las concentraciones de leptina respecto

al sexo para obviar estas diferencias.

Hasta el momento no se ha realizado un estudio en que se evalue la
relacion entre GHBP y leptina en un grupo tan numeroso de pacientes
con un intervalo tan amplio de IMC (12.6-77.4 Kg/m?). Como cabia

esperar, en concordancia con los resultados publicados por otros
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autores, ambas GHBP y SDS-Leptina presentaron una correlacion
positiva con IMC vy fueron significativamente mas altas en los grupos de
obesos comparados con los de peso normal o los de los pacientes con

anorexia nerviosa 100,101,102,201,210,211 )

Del mismo modo los grupos de
pacientes anoréxicos tenian unas concentraciones de GHBP y SDS-
Leptina significativamente mas bajas que los sujetos normales o los

Ob650898'99'100'213.

Sin embargo, un hallazgo destacable fue que esta
relacion de la actividad GHBP y de la SDS-Leptina con el IMC sdlo se
cumplia en individuos con un rango de IMC entre 18 y 27 Kg/m?. En el
sobrepeso y en los grupos con diferentes grados de obesidad esta
relacion no se mantenia y no se observaron aumentos significativos de
GHBP vy leptina a pesar de los incrementos en el IMC. Entre los grupos
de bajo peso, tampoco se observaron diferencias significativas. Estudios
recientes se ha sugerido que la relacién entre la leptina y el balance
energético no solo depende de la grasa corporal, sino que es mucho mas
compleja. En este sentido se ha descrito una estrecha relacion entre
leptina y termogénesiszM, una influencia selectiva sobre la expresién de
la leptina por parte de algunos micronutrientes y la existencia de un ritmo
circardiano en las concentraciones séricas de Ieptina2°3’215. El hecho de
que en nuestro estudio, las concentraciones de leptina permanezcan
invariables en los grupos con peso disminuido o entre los grupos de
obesidad apoya la hipotesis de que la leptina no actua s6lo como un
ponderostato que informa al organismo del tamafo de los depédsitos de

tejido adiposo?™®.

En nuestro estudio encontramos una relacién positiva entre la actividad

GHBP y la SDS-Leptina, como cabia esperar pues ambos péptidos se
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relacionaban con el IMC, pero nos sorprendié que la relacion entre ellos
fue mayor que la que presentaban individualmente con el IMC. Para
profundizar en esta relacion, realizamos un analisis de regresién multiple,
utilizando la GHBP como variable dependiente y SDS-Leptina e IMC
como variables independientes, que demostrdé que los cambios en las
concentraciones de SDS-Leptina determinaron de forma significativa los
cambios en la actividad GHBP y que contribuyeron a explicar el 64% de
la variacién en la actividad GHBP, sin embargo los cambios en el IMC no
contribuyeron a explicar estos cambios, sugiriendo que la leptina puede
representar un papel activo en la regulacion de la concentracion de
GHBP.

En el momento en que se planted este trabajo, en la literatura, solo
cuatro estudios realizados en seres humanos habian analizado la
relacién entre GHBP y leptina 2'821721821% 5619 en dos de ellos la
estrecha relacion que se encuentra entre GHBP vy leptina persistia a
pesar de controlar el efecto de las variaciones de la grasa corporal
mediante analisis multivariante: Bjarnason y cols ' en dos grupos de
nifios prepuberales con talla normal y talla baja, Kratsch y cols®'” en un
grupo de nifos puberales y adolescentes obesos. Por el contrario

218 219 no encuentran esta relacién cuando

Deuschle y cols”® y Fisker y cols
controlan las medidas de grasa corporal. Sin embargo en estos estudios

la poblacién adulta estudiada fue menor.
Actualmente, el papel de los cambios en la GHBP relacionados con la

nutricion, asi como el factor nutricional concreto responsable de los

cambios en la expresion de GHBP/GHR, se desconoce. A la luz de
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nuestros hallazgos podemos especular que la leptina puede ser la sefial
que une la nutricion con los cambios en la expresion de GHBP/GHR,
sugiriendo una via fisiolégica comun en la que participan ambas
proteinas, GHBP vy leptina. Asi, la leptina, podria actuar informando al
organismo de la “suficiencia” de nutrientes, poniendo en marcha una
serie de mecanismos de adaptacidon que incluirian otros cambios
observados en la parte distal de eje GH-IGF-I, en relacién sobre todo con

la sensibilidad de los diferentes tejidos a la accion de la GH.

Desde un punto de vista de supervivencia, durante los periodos de
deprivacion de alimentos puede resultar ventajoso utilizar los nutrientes
disponibles para la produccién de energia y otras funciones vitales. Por
el contrario, cuando hay un exceso de nutrientes, estos se pueden
utilizar para el almacenamiento de energia y para funciones menos
vitales como el crecimiento. Del mismo modo que Jorgensen y cols ®',
nosotros creemos que las concentraciones de GHBP/GHR pueden
influenciar el balance o reparto entre las acciones directas de la GH,
relacionadas con el metabolismo lipidico e hidrocarbonado y las acciones

indirectas, mediadas por el IGF-I, relacionadas con el crecimiento.

En funcion de nuestros resultados, hemos especulado que en los
estados de desnutricion, las concentraciones bajas de leptina informarian
al organismo de la falta de nutrientes para que disminuya la produccion
de GHBP/GHR vy la sintesis de IGF-I. La disminucién del retrocontrol
negativo que ejerce este ultimo sobre la secrecion de GH, seria la causa
de las concentraciones de GH elevadas que se observan en estas

situaciones®99100212213 ' astos estados de desnutricion, las acciones
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metabdlicas directas de la GH, como son la lipdlisis o disponibilidad de
glucosa estan aumentadas de forma que los nutrientes disponibles sean
utilizados para la produccion de energia y otras funciones metabdlicas
vitales®®®"%_ Lo contrario ocurriria en los estados de sobrealimentacion y
obesidad cuando hay nutrientes suficientes para ser utilizados
favoreciendo el crecimiento somatico y el almacenamiento de energia.
En estas situaciones, el aumento en las concentraciones de leptina
podrian inducir el aumento de las concentraciones de GHBP/GHR. Esto
puede explicar la existencia de concentraciones normales o altas de IGF-
| a pesar de que la secrecion de GH esta disminuida . Las
concentraciones elevadas de GHBP/GHR y de IGF-I estarian en
concordancia con el aumento de la velocidad de crecimiento que se
observa en los nifios obesos, bien nutridos, a pesar de las

concentraciones disminuidas de GH 8"

, mientras que durante la vida
adulta, una vez finalizada la etapa de crecimiento,la disminucién de la
actividad lipolitica de la GH puede contribuir a perpetuar el estado de

obesidad ',
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. La medicion de GHBP mediante el método de unidén y separacion
mediante HPLC vy filtracion en gel, permite evaluar la actividad
funcional de la GHBP plasmatica; por lo tanto es una herramienta
util para el estudio de la funcién y regulacion de la GHBP en

humanos.

2. El método de separacion mediante HPLC vy filtracion en gel, a
pesar de ser mucho mas laborioso que el método de separacion
con carbon dextrano permite medir especificamente la GHBP de
alta afinidad, que es la que esta relacionada con el receptor de la
GH.

3. La GHBP es un parametro util en el diagndstico de nifios con talla
baja idiopatica. El hallazgo de una actividad baja de GHBP
contribuye al diagnostico de la insensibilidad parcial a la accidén de
la GH.

4. La GHBP y la leptina tienen una relacién positiva con el indice de
masa corporal. Sin embargo, esta relacion desaparece en las
alteraciones nutricionales extremas, tanto en la anorexia nerviosa

con desnutricion grave como en la obesidad morbida.
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5. Las variaciones en las concentraciones de GHBP observadas en
individuos con distintos estados nutricionales dependen

directamente de la concentracion de leptina.
6. La leptina puede ser la sefial que induce los cambios de la

expresion de la GHBP/Receptor de la GH relacionados con la

nutricion.
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