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|. RESUMEN

Abstract:

IGF1 and GH serum levels are the main targets for monitoring acromegaly activity and the successful
of treatment. However, there is not a close relationship between IGF and GH circulating levels and
clinical course of the disease and the associated comorbidities. The present doctoral thesis was aimed
at identifying metabolites that could be used as biomarkers for a better disease phenotyping. For this
purpose, metabolic fingerprint using untargeted metabolomic approach was examined in serum from
30 patients with acromegaly and 30 age-matched controls. Patients with acromegaly presented less
branched chain amino-acids (BCAAs) compared to the control group (valine: 4.75 + 0.87 vs. 5.20 +
1.06, p<0.05; isoleucine: 2.54 + 0.41vs. 2.80 £ 0.51 AUs; p<0.05). BCAAs were also lower in patients
with active disease compared to patients with normal levels of IGF-1 with or without medical
treatment. In addition, an inverse relationship was found between BCAAs and the deposit of epicardic
fat assessed by echography. GH, but not IGF-1 serum levels were inversely correlated with both valine
and isoleucine. These findings indicate that low levels of BCAAs is the main metabolic fingerprint of
acromegaly and that GH rather than IGF-1 might be the primary mediator. In addition, our results
suggest that the assessment of BCAASs could help to identify active disease or residual comorbidities
and to monitor the response to therapeutic strategies.

Resumen:

En la acromegalia los niveles de GH e IGF1 son nuestra principal herramienta para monitorizar el
curso de la enfermedad y el éxito terapéutico. Sin embargo, estos no siempre reflejan el curso clinico
de la enfermedad o las comorbilidades asociadas. La presente tesis doctoral tuvo como objetivo
identificar metabolitos que podrian usarse como biomarcadores para un mejor fenotipado de la
enfermedad. Para este prop6sito, se examind mediante un estudio metabolémico no dirigido la huella
metabolica en el suero de 30 pacientes con acromegalia y 30 controles pareados de la misma edad. Los
pacientes con acromegalia presentaron menos aminoacidos de cadena ramificada (BCAAS) en
comparacion con el grupo control (valina: 4.75 + 0.87 vs. 5.20 + 1.06, p <0.05; isoleucina: 2.54 +
0.41vs. 2.80 £ 0.51 UAs; p <0.05). Los BCAAs también fueron mas bajos en pacientes con
enfermedad activa en comparacion con pacientes con niveles normales de IGF-1 con o sin tratamiento
médico. También detectamos una relacion inversa entre los BCAAs y el depdsito de grasa epicardica.
Los niveles séricos de GH, pero no IGF-1, se correlacionaron inversamente con la valina y la
isoleucina. Estos hallazgos indican que los bajos niveles de BCAAs son la principal huella metabdlica
de la acromegalia y que GH en lugar de IGF-1 podria ser el mediador principal. Ademas, nuestros
resultados sugieren que la evaluacion de los BCAAs podria ayudar a identificar enfermedad activa o

comorbilidades residuales y monitorizar la respuesta terapéutica.
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I. INTRODUCCION

1. Acromegalia

1.1. Antecedentes

La acromegalia (ACRO) es una enfermedad rara, cronica, multisistémica y debilitante con una
incidencia aproximada de 4 casos por millén de habitantes y afio y una prevalencia de 60 por millén=2,
Su nombre proviene de las raices griegas dkpog (akros = extremo) y peydin (megalo = grande). Las
cuales crean el neologismo “acromegalia” que describe de forma concisa la principal caracteristica
clinica de esta enfermedad, el desarrollo exagerado de las partes acras o extremos. Cuando esta

enfermedad se desencadena en la infancia (antes del cierre de las epifisis), conlleva gigantismo.

La enfermedad se produce en mas del 98% de los casos por un adenoma hipofisario benigno que
secreta hormona del crecimiento (GH). Esta hipersecrecion crénica y no suprimible de GH conduce a
una sobreproduccion del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) predominantemente en el
higado y como consecuencia, se produce crecimiento y/o aumento de partas acras y 6rganos internos,
cambios metabdlicos y varias comorbilidades. La mejora de la terapia médica y quirdrgica ha
disminuido la mortalidad en esta poblacion que se esta aproximando bastante a la de la poblacion
general en los pacientes con acromegalia bien controlada, pero aln continGa siendo alta,

principalmente debido a cancer, enfermedad cardiovascular y patologia respiratoria asociada >’

Hasta ahora, los esfuerzos terapéuticos se han centrado en la normalizacion de IGF-1 y GH,
porgque la duracién de la enfermedad y el nivel de GH en sangre han demostrado ser factores
predictivos independientes de la incidencia de comorbilidades 8° y de mortalidad general’®?2, Sin
embargo, no todas las acciones de GH son dependientes de IGF-I, los efectos directos de GH se han
demostrado en muchos tejidos, por ejemplo, en miocitos®*'*. Ademas, la calidad de vida de los
pacientes no siempre se correlacionan con los niveles de GH e IGF-1 los cuales, podrian modular
otros metabolitos y ser éstos los ultimos responsables de los diferentes fenotipos, y comorbilidades

asociadas.

Asi pues, en la acromegalia la afectacion fundamental reside en el eje GH/IGF-1, pero la
determinacion de los niveles circulantes de GH e IGF-1 no son suficientes para explicar en su totalidad

el espectro evolutivo de esta enfermedad ni se correlacionan con la calidad de vida de los mismos.

1.2.Sintesis y regulacion
1.2.1. La hormona de crecimiento
El gen de la hormona de crecimiento pertenece a una familia de genes que incluye los genes de
la prolactina y algunos lactégenos placentarios, y se expresa principalmente en las células

somatotropas de la hipofisis anterior’®. La GH es una hormona polipeptidica formada por 191-
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aminoacidos de 22kDa, cuya secrecion se produce de forma pulsatil (cada 3-4 horas), principalmente

por la noche.

La sintesis de GH esta controlada por factores hipotaldmicos que son la hormona liberadora de
la hormona del crecimiento (GHRH) que la estimula y la somatostatina que es su principal estimulo
inhibitorio. A nivel extra-hipotalamico, es también la somatostatina, secretada en este caso por las
células delta del pancreas, el principal inhibidor y también la inhiben, la glucosa'’, los 4cidos grasos
libres y la retroalimentacion negativa de IGF-181° (Fig. 1). Por el contrario estimulan la secrecion de

GH la ghrelina, secretada en el estdémago? la hipoglucemia?' y los aminoacidos?.

En la circulacion, la GH se une a la proteina de unién de la hormona de crecimiento (GHBP)
gue es una forma truncada soluble del dominio extracelular del receptor de GH (GHR). Por lo tanto,
en la circulacién existe GH unida y libre (en general en torno al 20%) y el predominio de cada forma

depende del patrdn pulsatil de su secrecion.

Si bien la GH es de las hormonas mas importantes en el crecimiento tisular postnatal, también
es conocido su papel en el metabolismo en general. Los primeros informes sobre los efectos
metabolicos de la hormona de crecimiento son de 1948 y sugieren que la GH induce el metabolismo
de los acidos grasos, promueve resistencia a la insulina (IR) e inhibe la protedlisis durante el ayuno?,
Asimismo la composicion corporal?®, el envejecimiento®, el sistema cardiovascular® y las

neoplasias?’?se han relacionado con acciones directa o indirectas de GH-IGF-1.

Figura 1 Control de la secrecion de GH

Estimulos externos Estrés

Ritmos endégenos

! (+) Ghrelina \
(-) somatostatina (+) GHRH (Ghrelina hipotalamica?) :;])(2:‘?::“05 :

b Y

(+)T3-T4/ glucocorticoides _ ) fisis (cels. P
(-) AGL N +
GH @ @
Circulacion e e @ 1 ﬂ
cHep '—‘9\‘
= Y
GHr (1) 1
[ 7 . |
=
£
(-) IGF-1

Figura 1. Principales estimulos que promueven o inhiben la secrecion de GH.
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1.2.2. El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1)

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) pertenecen a una familia de factores
de crecimiento que comparten cierta homologia estructural con la forma precursora de insulina (pro-
insulina)®. En las ultimas décadas, ha avanzado nuestro conocimiento sobre los IGF gracias al
descubrimiento de dos factores de crecimiento (IGF-1 e IGF-II), siete proteinas de union a IGF
(IGFBP-1a 7) y 9 proteinas relacionadas con IGFBP (IGFBP-RP).

IGF-1 circula principalmente como complejo ternario junto con la proteina de union a IGF-3 o
-5 (IGFBP-3 0 -5) y la subunidad &cido-labil (ALS) (Fig. 2), mientras que puede existir en un
complejo binario con las otras IGFBP (IGFBP-1, -2, -4, -6). Estos complejos binarios y ternarios
modulan la biodisponibilidad de la IGF-1 circulante. Sin embargo, una pequefia fraccién (menos del
5%) de IGF-1 circulante también puede existir en forma libre. En un principio la hipétesis de la
somatomedina formulada a principios de los afios 70%, establecié que la GH promovia el crecimiento
somaético indirectamente a través de la produccion de somatomedina-C (IGF-1) ya que se creia que el
higado era la Unica fuente de IGF-1. Sin embargo, los datos actuales demuestran que existen otras
fuentes de IGF-1%%. De e hecho, la sintesis de IGF-1 por tejidos extrahepaticos puede alcanzar hasta un
25-30% y se ha demostrado que IGF-1 ejerce una accién autocrina /paracrina local que es
independiente de GH. Del mismo modo, tal como ya se ha mencionado, GH también tiene efectos no
mediados por IGF-1(Fig. 2). Es importante recordar que la secrecion hepatica de IGF-1 requiere un
buen estado nutricional y niveles elevados de insulina en vena porta para poder ejercer su accién®
Finalmente, IGF-1 regula negativamente la secrecion de GH a través de mecanismos de
retroalimentacion. Por lo tanto, las alteraciones de los niveles de IGF-1 en general se acomparfian de
niveles alterados de GH y viceversa. Ademas de sus efectos sobre el crecimiento y el desarrollo no
s6lo postnatal sino también intrauterino® IGF-1 también tiene efectos en el metabolismo que son

similares a la insulina®*® y act(la como un potente inhibidor de la apoptosis celular.

El eje GH-IGF-1 es por tanto un sistema en el cual, aunque GH e IGF-1 se modulan mutuamente,
ambas tienen acciones independientes de la otra, y representan un sistema clave en la regulacion del

crecimiento, supervivencia y metabolismo celular.

La insulina, uno de los reguladores clave del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
es una hormona peptidica sintetizada por las células B de los islotes pancreaticos. La insulina se
almacena en vesiculas secretoras y es liberada en el torrente sanguineo en respuesta al aumento de la
glucosa®. En su forma activa consta de dos cadenas polipeptidicas: la A, de 20 aminoécidos y la B, de
31. Estas dos cadenas se unen entre si por medio de dos puentes disulfuro. Se sintetiza como

preproinsulina molécula formada por una sola cadena polipeptidica, que posteriormente y en diversas


http://quimica.laguia2000.com/conceptos-basicos/enlace-disulfuro
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partes de la célula, sufre varios procesamientos para obtener finalmente la insulina activa. La secrecion
de insulina es también regulada por varios factores, como el péptido similar al glucagon (GLP-1) y los
acidos grasos libres (AGL). En la circulacion, la insulina circula en forma libre (sin unién a proteinas),
estabiliza los niveles de glucosa en sangre estimulando la captacion de glucosa por varios tejidos y
suprimiendo la produccion de glucosa hepatica (HGP). Ademas, de regular el metabolismo de lipidos
y proteinas, promueve la division y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos

constatandose de esta forma los efectos solapados de este grupo hormonal.

Asi pues, el eje GH-IGF-1 es un sistema clave, al regular el crecimiento, la supervivencia de las
células y tener un papel relevante en el metabolismo, pero sus funciones se solapan en algunos

aspectos con las funciones ejercidas por la insulina.
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1.3.Receptores de GH, IGF-1 e insulina y solapamiento funcional

1.3.1. Receptor de Hormona de crecimiento

El receptor de hormona de crecimiento (GHR) pertenece a la denominada "superfamilia de
receptores de citoquinas”. Estos receptores tienen la particularidad de no presentar actividad tirosin-
quinasa “per sy, por tanto, requieren de la activacion de kinasas intracelulares.

El GHR estd ampliamente distribuido en todo el organismo, aunque su expresion es
particularmente importante en el higado, también hay receptores de GH en muchos otros tejidos
incluyendo masculo, grasa, corazon, rifién, cerebro y pancreas®”  Las acciones de GH dependeran no
so6lo del receptor sino también del 6rgano especifico al que estimule (Fig. 2).

Figura 2 Accidn de GH en los diferentes 6rganos diana

.~ & captacion glucosa

Hormona hipotaldmica S A T
liberadora de GH (GHRH) LN § lipolisis
p ’

Hipotalamo

IGFs
(accién autocrina

. ¥ paracrina)

Adenohipéfisis

(cels. somatotropas)
Accion directa
F__- de la GH
GH® @
L)

‘ !captacic’)n glucosa
B sintesis proteica

g | tcaptacién aminoacidos
Circulacion S
" / — Q‘" > t>_
g A
@ oh IGFIR

GHBP (accién 7

L endocrina) Fragmentos O O":‘I'N p;e‘tcoénu

de IGFBPs dependiontes 2

A sintesis colageno

C c \GF Tejido diana 4
i c b ( Proteasas circulantes / t sintesis proteica

€ 4
-~ Circulacion
% > Complejo trimolecular

@ - (IGF+IGFBP3+ALS) L
Circulacion I

4 Circulacin  \GFBPS IGFHIGFBP )

t proliferacion celular

ALS

Figura 2: Accién de GH directa e indirecta a través de IGF-1 sobre érganos diana y produccion local por los
6rganos diana de IGF-1 con acciones auto y paracrinas

La molécula de GHR esta constituida por 638 aminoacidos. En su estructura se pueden diferenciar
tres dominios: un dominio intracelular (DIC) de 350 aminoacidos, una porcion transmembrana (DT) y
un dominio extracelular (DEC) de 246 amino&cidos de union a la hormona de crecimiento. Este ultimo

puede solubilizarse constituyendo GHBP circulante en el plasma que regula la disponibilidad de GH3.
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La dimerizacion inducida por la union de GH a los receptores (Fig. 3) es el paso clave en la activacion
de la via de sefializacion JAK /STAT (tirosin quinasa intra celulares Janus / Activadores de las Sefales de
Transcripcion), la unién a GHR aproxima dos moléculas de JAK2 de manera suficiente para que se inicie
la transfosforilacion de las mismas reclutando STAT?*4C, Ademas de su funcién en la transduccion de
sefial, las moléculas JAK2 potenciarian la estabilidad de la forma madura del GHR y tendrian un papel
regulatorio en la protedlisis del DEC del receptor, es decir de GHBP**?, Las STATSs fosforiladas por
JAK2, dimerizan y se traslocan al ndcleo, uniéndose a secuencias especificas del ADN e inducen la
transcripcion de genes GH-dependientes especificos, promoviendo entre otros, la sintesis de IGF-1,
(IGFBP-3) (ALS), favoreciendo la vida media del IGF-1 en circulacién por la formacion del complejo
ternario IGF-1/IGFBP-3/ALS*. La regulacién negativa del mecanismo de transduccion de sefial inducido
por la GH estd a cargo de unas moléculas codificadas por genes citoquina-inducibles, denominadas

“supresoras de sefial de transduccion de receptores de citoquinas” o “SOCS”4..

Figura 3: Mecanismo de activacién del receptor de GH
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Figura 3: GHR (receptor de GH) Modelo de mecanismo de activacion del GHR. La unién de GH a GHR
dimeriza el receptor y genera un cambio conformacional que aproxima dos moléculas de JAK-2 promoviendo
las acciones metabdlicas y de proliferacion celular y también la fosforilacion de STAT que se trasloca al ndcleo
estimulando la transcripcion de factores GH dependientes (IGF-1, IGF-1BP3, ALS)
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1.3.2. Receptor de IGF-1 y receptor de Insulina

A diferencia de GHR, el receptor de insulina (IS-R) y el receptor del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo I (IGFI-R) son miembros de la familia de receptores tirosina quinasa (RTK). La
caracteristica comun de este tipo de receptor es tener un dominio extracelular para la union del ligando, un
solo dominio transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosina-kinasa, que se activa tras la
unién del ligando al dominio extracelular desencadenando la fosforilacién de los sustratos endégenos de
insulina (IRS, de Insulin Receptor Substrates), los IRS son ubiquitarios habiendo 4 tipos y siendo los mas

comunes el 1y el 2. Una vez el IRS es fosforilado, activa diferentes vias tales como PI3K o RAS (Fig. 4).

Los receptores IS-R/ IGF1-R al igual que sus ligandos, estan codificados por distintos loci
genéticos que se cree que han evolucionado desde un gen ancestral comun por lo que comparten una
elevada homologia. A diferencia de otros RTK, que se activan por dimerizacion inducida por ligando, I1S-R
e IGF-1-R existen en la superficie celular como tetrdmeros, con 2 subunidades alfa y 2 beta*. Estos
receptores pueden unirse tanto a la insulina como a los IGF, pero cada receptor tiene mas afinidad por su
propio ligando. Asimismo, existen receptores hibridos, constituidos por heterodimeros I1S-R / IGF-1R, con
efectos bioldgicos cercanos a los del IGF-1R*, es decir promotor de division celular. Estos hibridos
parecen jugar un papel importante en la sefializacién de IGF-1 en lineas tumorales. Como se muestra en la
figura 4, estos receptores tienen cierto solapamiento funcional pero a modo de resumen podemos decir que
la insulina y en menor grado IGF-1 a través de 1S-R regula el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas via PI-3K/akt, mientras que IGF y en menor grado insulina a través de IGF-1-R activa la via

RAS/MAP kinasa que estd mas relacionada con el crecimiento celular, la sintesis proteica, y la apoptosis®’.
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Figura 4 Receptores y solapamiento funcional entre IS-R, IGF1-R e hibrido-R
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Figura 4 EIl receptor de insulina (IS-R) el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1-
R) y el receptor hibrido pertenecen a la familia de receptores tirosina quinasas. Tras la unién de los ligandos al
receptor, este experimenta un cambio conformacional, que activa la tirosina quinasa, lo que lleva a la
autofosforilacién de la tirosina, que desencadena la fosforilacién de IRS y activa los diferentes efectos con
cierto solapamiento funcional remarcando el papel metabdlico de insulina, de crecimiento de IGF-1 vy
tumorogénico de los receptores hibridos.

Este solapamiento funcional se demuestra en experimentos con ratones knockout. Los
ratones que carecen de IR nacen con un ligero retraso de crecimiento (10% aproximadamente) y sin
alteraciones en el desarrollo embrionario y después del nacimiento, mueren a los pocos dias por
cetoacidosis diabética “¢“° Este experimento indica que IR es necesario para el metabolismo postnatal,
pero no para el metabolismo embrionario. Los ratones KO para el gen de IGF-1-R, por otro lado,
presentan un desarrollo intrauterino severamente retardado (45% de lo normal) y mueren a los pocos
minutos del nacimiento, probablemente como resultado de fallo respiratorio causado por falta de
desarrollo del diafragma y los musculos intercostales. Ademas, nacen con multiples anomalias (i.e.
hipoplasia muscular, retraso de la osificacion y epidermis delgada®) y también desarrollan
anormalidades metabdlicas como hiperglucemia leve ( 250 mg / dL) y disminucién del nimero de

células beta pancreéticas.

El receptor de IGF-I se expresa en varios tejidos del organismo. Sin embargo, el nimero de
receptores en cada célula est estrictamente regulado por varios factores sistémicos y tisulares que
incluyen GH circulante, tiroxina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de

crecimiento de fibroblastos. Sin lugar a dudas, los factores extrinsecos contribuyen a las diferencias
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entre sefializacion IR e IGF-1-R, pero es poco probable que sean los unicos factores (Fig. 5). Por
ejemplo, los tejidos sensibles a la insulina tienden a expresar mayor nimero de IR que IGF-1-R, asi el
higado y el tejido adiposo poseen pocos IGF-1-R, mientras que el mdsculo tiene cantidades
considerables. Sin embargo, a pesar de que el higado esta4 practicamente desprovisto de IGF-1-R,
mantiene su capacidad mitogénica via IR*">! Por lo tanto, el nimero de receptores por si solo no es el

Unico factor determinante en la funcion.

Figura 5 Especificidad de la sefializacion IR IGF1R
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Figura 5. Elementos que confieren especificidad de sefializacion. Vision simplificada de cémo los diferentes
receptores pueden engendrar diferentes acciones bioldgicas. Podemos distinguir cuatro pasos que conducen a
una respuesta fisiolégica. Primero es el nimero y la distribucion de receptores en la superficie celular, la
biodisponibilidad de los respectivos ligando (s) y la cinética de la interaccion El segundo nivel de la
especificidad est4 determinada por la abundancia y la distribucion subcelular de sustratos de sefializacion y
mediante el compromiso de distintas vias de sefializacion. El tercer nivel de especificidad lo confiere la
presencia intracelular de la maquinaria adecuada. Por ejemplo, el transporte de glucosa dependiente de
insulina requiere la presencia de GLUTA4. Por lo tanto, a pesar de que tanto el higado y el musculo poseen los
componentes de sefializacion intracelular para responder a insulina, solo masculo y tejido adiposo poseen la
maquinaria intracelular requerida para llevar a cabo la absorcion de glucosa dependiente de insulina. Un nivel
final de especificidad se logra a través de una combinacion de respuestas heterogéneas. Por ejemplo, insulina
estimula la sintesis de glucogeno en higado y musculo por mecanismos diferentes. Adaptado de Kim and Accili
Growth Horm. IGF Res.2002 7

1V. Efecto biolégico

Tejido adiposos
Corazén
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1.4.GH, IGF, insulina y metabolismo en general

En términos de biologia evolutiva, los efectos de GH en el metabolismo de los humanos es
simple. En condiciones de exceso de alimentos, GH, IGF-I e insulina, promueven la retencion de
nitrogeno y la formacion de proteinas (anabolismo). En cambio, cuando la comida es escasa, GH evita
el consumo de carbohidratos y proteinas a nivel celular y promueve el empleo de lipidos como
combustible (lipolisis), lo que permite la conservacion de las reservas de proteinas vitales
(aminoécidos esenciales entre otros). Sin duda, este cambio en la utilizacion de sustrato metabdlico
de carbohidratos a lipidos ha jugado un papel importante para la supervivencia y prevalece siempre
que la escasez de nutrientes amenaza®*3, Ademas de la conservacion de glucosa y proteinas mediadas

por lipidos, la GH preserva proteinas de forma directa e indirecta via IGF-I e insulina.
El rol metabélico central de la GH surge de las hipétesis de los afios sesenta del pasado siglo®

1) La hipdtesis del "genotipo ahorrativo™®*, segin el cual la evolucion ha favorecido la
supervivencia de las personas genéticamente con un buen apetito y capacidad de almacenar

excedentes de calorias en forma de grasa.

2) El ciclo de Randle "* segun el cual los &cidos grasos libres (AGL) compiten con la glucosa y
evitan su captacién en diversos tejidos, lo cual favorece conduce a un estado de IR. Como la
liberacion sostenida de glucosa es dependiente de la gluconeogénesis a partir de aminoéacidos, el
aumento en la utilizacion de la grasa y la disminucion de la utilizacién de glucosa en Gltima

instancia también disminuyen la protedlisis.

3) El "ciclo del ayuno y la comida" *® segun el cual la insulina es la principal hormona anabdélica
que almacena todos los combustibles durante la comida y GH es la principal hormona anabdlica
durante el ayuno y el estrés, ahorrando glucosa y proteinas a expensas de promover la utilizacion

de los lipidos.

En la Figura 6 se indica como en periodos de acceso facil a alimentos, los individuos
predispuestos ganan peso. Por un lado, la obesidad resultante hace al individuo susceptible a la IR,
diabetes y enfermedad cardiovascular, asimismo, los depdsitos de grasa posibilitan aumentar los
niveles de AGL y protegen al individuo durante la hambruna. A diferencia de la morbilidad
cardiovascular, que en general afecta a personas de mayor edad, el hambre plantea una mayor amenaza
a la supervivencia humana porque amenaza a todos los grupos de edad y ademas merma la
reproduccion por lo que la tendencia “ahorrativa” puede ser vista como un mecanismo de defensa
bioldgica. Los periodos de ayuno y post-ingesta (Fig.7) estan regulado por la insulina como hormona

principal en los periodos de ingesta acumulando glucégeno y grasa, y la GH acumulando proteina y
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promoviendo la utilizacion de grasa como principal sustrato en vez de la glucosa en los periodos de

ayuno.

Gracias a los experimentos de Houssay (Premio Nobel de Medicina en 1947) sabemos que la GH
esta relacionada con la regulacion del metabolismo intermediario %8, En estos estudios se demostrd
que los perros hipofisectomizados eran hipersensibles a las acciones de la insulina y propensos a la
hipoglucemia. Luego, cuando los extractos de GH humana estuvieron disponibles, se demostrd que la
inyeccion de estos extractos en sujetos sanos y en pacientes con GHD estimulaba la lipdlisis y
promovia hiperglucemia®-®t. Asimismo estudios clasicos en los que se perfundia GH localmente a
través de la arteria braquial demostraron que la GH inhibia de forma aguda la captacion de glucosa a

nivel muscular en individuos sanos durante el ayuno®25

Figura 6 Esquema de los ciclos "'genotipo ahorrador™
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Figura 6 Esquema de los ciclos "genotipo ahorrador", "ciclo de la glucosa-acido graso™ y "“ciclo del ayuno y
la comida" Adaptado de Moller End Rev 2009

Es importante destacar que la GH tiene efectos metabolicos agudos y crénicos. Dentro de las
acciones agudas se incluye la estimulacién de la lip6lisis que aumenta los niveles de AGL en la
sangre, la disminucién de la captacion muscular de glucosa y la sintesis proteica®%* . La exposicion
cronica a GH, como por ejemplo en los pulsos de GH repetitivos o en la acromegalia, en presencia de
nutricion correcta y niveles suficientes de insulina portal, induce produccién hepética de IGF-I1*? y
supresion de la proteina de union a IGF-1 (IGFBP) aumentando la IGF-I libre. De forma mas tardia
aumentan las reservas de proteinas, hay crecimiento de érganos y partes blandas y la masa grasa

corporal disminuye.
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Figura 7 Ciclo del ayuno y la comida
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Figura 7 Ciclo del ayuno y la comida incluyendo variaciones en la secrecion y accién de insulina y GH y el
consiguiente cambio en IGFBP-1 e IGF-I. En el periodo post-prandial inmediato, la insulina es la que actla
para promover el almacenamiento de glucosa. En la post-absorcién tardia o el ayuno, GH actlia para promover
la lipélisis. En la fase intermedia, insulina y GH acttan en sinergia para promover la produccién y bioactividad
de IGF-I con la subsiguiente sintesis de proteinas

El orden y la secuencia temporal de eventos es importante. GH estimula la lipdlisis y causa IR
en 1-2 h, y estos efectos desaparecen en aproximadamente 8 h ®. Los efectos GH a través de e IGF-1
son mas tardios y sostenidos y tal como ya se ha comentado, requiere de un balance energético

positivo y niveles adecuados de insulina.
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1.4.1. GH, IGF-1, insulina y metabolismo de la glucosa

En humanos, dosis fisioldgicas de GH humana no causan aumento de la glucemia en sujetos
sanos sin alteraciones del metabolismo hidrocarbonado (AMHC), pero disminuyen la sensibilidad a la
insulina inyectada® Para facilitar la comprension de este apartado se propone previamente revisar las
interacciones metabdlicas entre la glucosa, los lipidos y las proteinas que se resumen de forma

esquematica en la Figura 8.

Figura 8 Metabolismo de proteinas glucosa y lipidos y sus interrelaciones
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Figura 8 Resumen esquematico de la interaccion entre el metabolismo de proteinas glucosa y lipidos y sus
interrelaciones. Los aminoacidos pueden ser una fuente de glucosa (via gluconeogénesis) La glucosa se fosforila
a glucosa 6P (G6P) para poder almacenarse como glucégeno (glucégeno-genesis). La glucosa puede
transformarse en acimulo de grasa. En la lipdlisis la lipasa escinde los acidos grasos del glicerol y éste puede
ser convertido en glucosa por la via de gluconeogénesis.

Una dosis fisiologica de GH (100 pg/h) infundida durante 4h en ayunas a sujetos sanos,
desencadena un descenso abrupto en la captacion de glucosa del 40% en los musculos del antebrazo,
junto con una disminucién mas lenta de hasta el 50% en la oxidacion de glucosa (glucdlisis)®’. Por lo
tanto, el hecho de que la GH disminuye la glucolisis y la captacion de glucosa a nivel muscular sin

aumentar sus niveles plasmaticos, implica dos circunstancias:
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1) La GH ha de promover en nuestro organismo la utilizacion de la glucosa en
compartimentos diferentes al mlsculo®% (estos destinos no son la formacién de grasa en tejido
adiposo o higado ya que estd comprobado lo contrario®* ), promoviendo su metabolismo en la en
tubo digestivo, higado y rifion®,

2) Si la glucosa ya no es tan accesible como sustrato metabdlico, la GH podria entonces
promover la gluconeogénesis. En apoyo a esto, estudios in vitro confirman que existe un aumento de
la gluconeogénesis a partir de alanina y lactato en la corteza renal de perros expuestos a GH®
(recordemos que el rifion es responsable de la produccion del 50% de la glucosa basal en el ayuno).

Ademas, también se ha evidenciado aumento de la gluconeogénesis en pacientes con acromegalia™

Asi pues, teniendo en cuenta los efectos lipoliticos de la GH, la hipdtesis de Randle et al.*® es
muy atractiva a la hora de explicar como GH seria capaz de inhibir la captacion de glucosa en tejidos
periféricos. Segun su hipétesis (el ciclo de glucosa/acido graso), la oxidacién de AGL inicia una
inhibicién en cadena de enzimas glicoliticas, que finalmente resulta en la inhibicion de la captacién de

glucosa (Fig. 9).

Figura 9 El ciclo de la glucosa-acido graso (hip6tesis de Randle)
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Figura 9 El ciclo de la glucosa-acido graso en el musculo. La acetil-CoA es una molécula clave para
generacion de energia (entrada en el ciclo de Krebs) La acetil-CoA puede obtenerse de la decarboxilacion
oxidativa del &cido pirtvico proveniente de la glucosa o de la beta-oxidacion de los &cidos grasos. La oxidacion
de acidos grasos inhibe la piruvato deshidrogenasa (PDH), por lo que la utilizacién de &cidos grasos inhibiria
la captacion de glucosa. El citrato, que genera el ciclo de Krebs, también inhibe la fosfofructoquinasa (PFK).

En apoyo a esta teoria, se ha demostrado que la co-administracion de agentes anti-lipoliticos y
GH revierte la IR inducida por GH™. Ademas, en adultos con deficiencia de GH (GHD) el tratamiento
con GH + acipimox (un derivado del &cido nicotinico que bloguea las acciones de HSL (lipasa

sensible a hormona) restauraba la sensibilidad a la insulina’.
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Por otro lado IGF-I, inhibe la secrecién de GH y también antagoniza sus efectos glucogénicos
, al aumentar la absorcion de AGL en el musculo lo cual mejora indirectamente la accion de la insulina
a nivel hepético®. La administracion de niveles farmacolégicos de IGF-1 a sujetos normales puede
estimular directamente el transporte de glucosa hacia muasculo a través de receptores hibridos
insulina/IGF-1 . Ademas, una alta concentracion de IGF-I libre puede suprimir directamente la
gluconeogénesis renal en ratones®. En individuos sanos el bloqueo del receptor de GH no produjo
cambios en los niveles de IGF-I circulante o tisular y suprimi6 selectivamente la movilizacién y
oxidacion de los lipidos después del ayuno™ Esto apoya el concepto de que la estimulacion de la
lipdlisis es un efecto primario e importante de la GH™. En pacientes con ACRO el antagonistas del
receptor de GH (Pegvisomant) al bloguear la accién de GH, mejoraria la sensibilidad a la insulina y
reduciria la produccion endogena de glucosa durante la noche gracias a la reducciéon de AGL y a la

accion especifica de IGF-1 ™.

En definitiva, en relacion al metabolismo de la glucosa podemos afirmar que la GH,
disminuye la captacion de glucosa muscular (condicionando un cambio de fuel a nivel muscular, que
pasa del empleo de glucosa al de acidos grasos), promueve la formacién de G6P y la gluconeogénesis
hepatica y renal. IGF-1 puede modular indirectamente el metabolismo de carbohidratos a través de la

supresion de GH y también imitando la accion de la insulina.

1.4.2. GH, IGF-1, insulina y metabolismo muscular y proteico

Teniendo en cuenta que existe un balance nitrogenado que se ha de mantener estable para
mantener el pool de aminoécidos (AA) que intervienen en la formacion proteica, se han empleado
diferentes técnicas de marcaje de AA para evaluar los efectos de GH e IGF-1 en el metabolismo
proteico. En la Tabla 1 se resumen los principales estudios donde, tras la administracién de GH, se
midio6 con radioisétopos el efecto en las proteinas. En la Tabla 1 se aprecia que la accion de GH en el

tejido muscular es netamente anabdlica y tiene poco efecto en la protedlisis.

Fryburg et al.” infundieron GH en la arteria braquial, que fue acompafiada por un aumento
local en la sintesis de proteinas musculares del antebrazo (medido por el ratio de desaparicién de
aminodcidos). EI mismo grupo’” observé que la infusion de GH intravenosa durante 8 horas en adultos
normales producia una estimulacion aguda de la sintesis proteica en la musculatura del antebrazo, sin
ningun efecto sobre la sintesis de proteinas del resto del organismo. En la misma linea, Copeland y
Nair” en un disefio que incluia la administracion conjunta de GH y somatostatina para suprimir la
secrecion insulina, observaron un efecto estimulante agudo de la GH en la sintesis de proteinas en toda

la economia que iba asociado a una disminucion en los niveles séricos de leucina.



INTRODUCCION

En cuanto a los efectos més prolongados, un estudio que evalud el impacto de la GH en el
metabolismo de las proteinas en ayunas encontré que altas dosis de GH (0.1 mg / kg d) durante 7 dias
aumentd tanto la sintesis de proteina como la oxidacion de leucina en el todo el organismo, sin afectar
la protedlisis’™. Resultados similares se obtuvieron tras la administracion de GH en pacientes con
GHD?®, y tras la administracion de GH en pacientes en hemodidlisis desnutridos®. Estos
experimentos soportan la accion anabolica de GH medida por el consumo de AA marcados en el

torrente circulatorio.

Los efectos de la administracion sistémica de IGF-I en el metabolismo proteico parecen
depender de los niveles de aminodcidos ambientales, en el sentido de que el IGF-I administrado sin
AA suprime la proteélisis®?, mientras que el IGF-I en combinacion con una infusién de aminoacidos

aumenta la sintesis de proteinas®.

Tabla: 1 Resumen de los trabajos que estudian la accion de GH en el muasculo

Autor Sujetos Disefio Dosis Mdsculo local  Proteina Hormonas
organismo
Fryberg™® 7 sanos Infusién arteria  0,014pgr/kg/  Rd PHe I NA GH &
brazo no min en 6h BCAAs [} IGF-1&
placebo Ins. &
Captacion
glucosa &
Fryberg® 7sanos  Infusion 0,014pgr/kg/ 3hRd T NA GH &
braquial 3h min en 6h 6h Rd T IGF-1&
GH y luego gh  Insulina Ra &
+insulina/no  0.02mU/kg/ BCAAs I}
placebo min 3h
Yarasheski®® 16 sanos Resistencia a 40pgr/d Grosor Sintesis T IGF-1 1T
ejercicio 12 semanas  muscular Leu. AUC ins T
GH/placebo Sintesis¢=) oxidacion {
Urea [l
Fryburtand 8 sanos Infusion arteria  0,06pugr/kg/ Rd 1 Sintesis < IGF-1 1
Barret”’ brazo min en 6h proteolisis <= Captacion
sistémica no Leu. glucosa {1
placebo oxidacion 1
Copeland™ 15sanos  Infusion, 2ugr/kg/h Ra { Sintesis T Ins, gluds=a
clamp en 3.5h Leu. cortisol <
pancreas/contr oxidacion [l  IGF-1 ¢
ol
Garibotto® 6 Dialisis  Prospectivo, 5mg3veces Rd 1 Flujo phenil  IGF-1 11
malnutri  cruzado no sem./6sem. BCAAs [} & IGFBP1{l
dos control Glucosa¢=)
Insulina &
Norrelund®” 8 sanos Infusion, 451U en Ra { Urea [ IGF-1 17
tras 40h  clamp ayunas BCAAsIl Glucosa 1T
ayuno pancreas/contr
ol
Nielsen® 7 GHD GH sc GH Ra & Urea [0 IGF-1 11
controlado remplazo Rd & Glucosa 1T

Ins: (insulina) Leu (leucina) BCAAs (aminacidos ramificados) Phe (fenil alanina)
Rd Phe (ratio de desaparicion de Phe) representa la sintesis proteica®.
Ra Phe ( ratio de aparicién de Phe) representa la prote6lisis®
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1.4.3. GH, IGF-1, insulina y metabolismo lipidico

Como ya se ha comentado, el efecto més sensible y caracteristico tras la administracion de GH
es el aumento de AGL y cuerpos cetonicos lo cual confirma que GH promueve el empleo de AGL
como sustrato metabolico y genera resistencia insulinica. Esta respuesta acontece tanto en la
administracion pulsatil como continua de GH®®!, Respecto a la fuente de AGL, estudios con
microdidlisis demuestran que el pulso de GH aumenta el glicerol tanto a nivel femoral como
abdominal, lo que sugiere que ambas regiones contribuyen®*®, Asimismo el hecho de que la
administracion crénica de GH reduzca la grasa visceral apoya la participacion también a este nivel®%
Por otro lado se ha postulado que la secrecion pulsatil nocturna seria la responsable del incremento
matutino de AGL®. Esta idea la corroboran estudios que muestran que la falta de liberacién nocturna
de GH reduce el aumento fisioldgico nocturno de AGL%*°, No hay evidencia que la GH afecte de

manera aguda las tasas de sintesis de triglicéridos®

Los efectos lipoliticos como ya se ha comentado, estan mediados al menos en parte, por la HSL!®
(Fig. 10).

Figura 10 Efectos de GH en el metabolismo de los AGL

*AGL

AGL - o m

Figure 10: llustracién esquematica y simplificada de los efectos estudiados de GH en el metabolismo de las
grasas en el tejido adiposo y el masculo esquelético. “+” Activacién por GH, “-* inhibicion por GH. La GH
parece no afectar el recambio de triglicéridos (TG) asociado con lipoproteina de muy baja densidad (VLDL).
Modificado de Moller and Jorgensen » Metabolic Effects of GH %

Asimismo, tenemos evidencia, tanto in vitro como in vivo, que la GH inhibe (posiblemente via IGF-1)
el paso de cortisona a cortisol a través de la inhibicion de la actividad de 11beta - hidroxiesteroide

deshidrogenasa en el tejido adiposo abdominal®:1%2 |a reduccion en los niveles de cortisol es otra
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forma de disminuir la obesidad abdominal y este efecto podria involucrar una reduccién de la
actividad LPL, inhibicién de la diferenciacién pre-adipocitos a adipocitos maduros, y la induccién de
un perfil favorable de adipokinas inflamatorias.

Finalmente, en la ACRO activa se ha descrito aumento claro de la lipotoxicidad por acimulo ectdpico
de grasa y disfuncion del tejido adiposo visceral'®*-1%, Esta situacion contribuye probablemente a la IR
y las principales alteraciones metabdlicas que caracterizan la ACRO.

Asi pues, evolutivamente, la GH desempefia un papel esencial durante el ayuno, evita el catabolismo
de carbohidratos y proteinas y promueve el empleo de lipidos como combustible, lo que permite la
conservacion de las reservas de proteinas vitales (aminoécidos esenciales entre otros), Sin embargo, en
la acromegalia a pesar de ésta lipolisis activa existe “lipotoxicidad” y disfuncion del tejido adiposo

visceral, lo que podria contribuir a resistencia a la insulina observada en estos pacientes.
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1.5.GH, IGF-1, insulina y acciones cardiovasculares

A nivel del miocardio ademas de estimular el crecimiento, GH/IGF-1 tiene cierto papel en la
contractilidad, e interactla con el sistema vascular regulando el tono vascular y por lo tanto la

resistencia periférica, pero también a nivel central modulando el tono simpatico®’.

El miocardio y los vasos poseen receptores para GH 19810 ¢ |GF-] 110111y "ademas, ambos son
capaces de sintetizar IGF-I local 213, Por lo tanto, las acciones de GH e IGF-1 en el sistema
cardiovascular son el resultado de acciones directas de GH e IGF-1, asi como efectos autocrinos/
paracrinos del IGF-14.

El efecto de GH e IGF-1 en el sistema vascular es predominantemente vasodilador!'4*’, Varios
estudios sugieren que las acciones vasculares de IGF-1 son mediadas por liberacion de 6xido nitrico
(ON) vy, de hecho el IGF-I estimula la liberacion de ON en cultivos de células endoteliales 18, células
del musculo liso vascular®®, asi como preparaciones adrticas'?®. Ademas, IGF-1 puede causar
vasodilatacion a través de acciones no dependientes del endotelio, posiblemente por aumento de la
actividad de la bomba Na-K-ATPasa en las células del musculo liso arteriolar'?. Otro posible
mecanismo implica la regulacion de la expresion génica en el musculo liso vascular del canal
KATP!22 este canal tiene 2 componentes el canal Kir6.1 / SUR2B (receptor de sufunilurea), siendo la

subunidad Kir6.1 responsable critico del tono muscular4123,

También se ha sugerido que algunos efectos vasoactivos de GH pueden tener un origen
central. Un estudio en pacientes con GHD y controles sanos equiparados por IMC, constatd que los
pacientes con GHD tenian aumentado notablemente el tono del sistema nervioso simpatico'’. Por otra
parte, tras un afio de sustitucion con GH se registrd un efecto modesto pero significativo en la
reduccion de la actividad del nervio simpatico y el tono vascular'?*. Esto podria sugerir que la GH

puede regular el tono simpatico disminuyendo la resistencia periférica.

Por tanto, el miocardio y los vasos poseen receptores para GH e IGF-I y sintetizan IGF-I local.
Las acciones de GH e IGF-1 en el sistema cardiovascular son el resultado de acciones directas de GH
asi como efectos endocrinos o autocrinos/paracrinos del IGF-1. El papel de GH/IGF-1 en el sistema
cardiovascular es eminentemente vasodilador via ON, la bomba Na-K-ATPasa y el sistema nervioso

autébnomo.
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1.6.Alteraciones metabdlicas en la acromegalia

Varios estudios han determinado las alteraciones metabolicas en la acromegalia activa antes de

iniciar tratamiento%3125-127 | as mas caracteristicas y que se han revisado anteriormente son:
1) Aumento de la lipo6lisis y niveles elevados de AGL (la méas caracteristica)

2) Alteraciones del metabolismo hidrocarbonado (AMHC): IR: disminucién de la captacion de glucosa

periférica (principalmente muscular) y estimulacion de la gluconeogénesis (hepato-renal) y G6P
3) Empleo de aminoécidos para el anabolismo proteico.

4) Aumento de masa magra y disminuciéon de la masa grasa, depdsitos ectopicos y disfuncion del

tejido graso.

La hiperinsulinemia, la intolerancia a la glucosa y la diabetes mellitus son caracteristicas comunes de
la acromegalia activa'?®%, y es probable, aunque no existe evidencia clara de que estas anormalidades

contribuyan al aumento observado en morbilidad y mortalidad 13134,

1.7.Miopatia y Acromegalia

La acromegalia genera varias comorbilidades, algunas de las cuales persisten a pesar de
normalizar GH e IGF1 incluso en pacientes curados o en remision'®®, Dentro de estas, la debilidad
muscular es una de las menos estudiadas ***. Sin embargo, es uno los mayores condicionantes de la
mala calidad de vida de estos pacientes'®13, Desde hace mucho tiempo es conocida la presencia de
hipertrofia muscular pero con debilidad y mialgias en estos pacientes'®®. No obstante, existen pocos
estudios en los que se compruebe la evolucién de la miopatia tras el tratamiento de la ACO. Los
sintomas articulares son reportados en aproximadamente el 70% de los ACRO en el momento del
diagndstico. Entre los sintomas musculo-esqueléticos, los mas habituales son la artropatia, el sindrome
del tunel carpiano, la miopatia proximal, debilidad y la fibromialgia.**'%!, Los mecanismos

involucrados en la miopatia de la acromegalia no se han aclarado.
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1.8.Alteraciones cardiovasculares en la acromegalia

Los cambios a nivel cardiaco en la acromegalia consisten en cardiomegalia, hipertrofia
ventricular, aumento de la fibrosis y degeneracién de cardiomiocitos. EI mecanismo preciso que

conduce a estas alteraciones es poco conocido®3,

En el paciente con acromegalia la enfermedad cardiovascular se puede describir en estadios,
segln el tiempo de evolucion®2, Los pacientes que son diagnosticados en una etapa temprana con una
duracion breve de exposicion a exceso de GH/IGF-1 muestran "hipercinética” del sistema
cardiovascular con mayor gasto cardiaco y disminucion de la resistencias periféricas totales#2, Sin
embargo, si la enfermedad no se trata, progresa hacia un estado mas avanzado en el que predomina la
hipertension, que acontece hasta en el 20-50%'* de los casos. Los mecanismos que se han sugerido
para este aumento de la prevalencia de la hipertension incluyen la expansion del volumen plasmatico,
la estimulaciéon del crecimiento de células musculares lisas que conllevan a mayor resistencia vascular

y el aumento de la IR, entre otros*,

Ademas de estimular la hipertrofia miocérdica, GH e IGF-1 también pueden modular la estructura
al prevenir la pérdida de cardiomiocitos inhibiendo la apoptosis. En este sentido, se ha propuesto que
este efecto anti-apoptotico puede ser otra forma de proteger el miocardio en condiciones de lesiones
isquémical®>6, Asi mismo la liberacion local de ON promovida por IGF-1, ya explicada,

anteriormente también podria jugar un papel importante.

Por otro lado la prevalencia de aterosclerosis en estos pacientes, a pesar de mayor asociacion con
AMHC, HTA vy dislipemia no parece ser mayor a la de la poblacion general4’-1°1. 148 Se ha propuesto

la existencia de factores protectores que evitarian la aterosclerosis:

El péptido natriurético cerebral o péptido natriurético tipo B (BNP), fue llamado de este modo, debido
a que fue inicialmente aislado de un extracto de cerebro porcino, sin embargo, en los humanos es
producido principalmente por el miocardio, y en particular a nivel de los ventriculos. Es secretado
como preproBNP (con 134 amino&cidos), experimenta clivaje y glicosilacion en el reticulo endoplasmatico
del miocito para formar proBNP (con 108 aminoacidos). Este es fragmentado por proteasas, formando el
NT-ProBNP (76 aminoacidos, vida media de 60-120 min) y el BNP (32 aminoacidos vida media de 15-20
min). Ambos son liberados a la circulaciéon de forma equimolar y tienen igual valor diagnéstico'®?. El
efecto neto del BNP consiste en disminuir el volumen sanguineo y el gasto cardiaco. Se secreta en
respuesta a la elongacion de la pared ventricular y la expansion del volumen y es buen marcador de
riesgo cardiovascular incluso en pacientes sin insuficiencia cardiaca'®® Sin embargo los resultados en
la acromegalia son controvertidos. Algunos estudios no encuentran diferencias de BNP entre ACRO

vs grupo control 1% otros grupos como el de Ito et al **® encontraron que habia una correlacién


https://es.wikipedia.org/wiki/Cerebro
https://es.wikipedia.org/wiki/Porcino
https://es.wikipedia.org/wiki/Gasto_card%C3%ADaco
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negativa entre los valores de BNP e IGF1 y en esta linea Andreassen et al y Verhelst et al. 1"1%8,
observaron concentraciones mas bajas de pro-BNP en pacientes con ACRO activa, concluyendo que
estos niveles méas bajos podrian explicar en parte el que los paciente con acromegalia presenten menor

prevalencia de aterosclerosis que la esperada.

La grasa epicérdica (GE), es la grasa visceral del corazon y un érgano metabdlicamente activo.
Embriol6gicamente, deriva del tejido adiposo pardo. Su funcién fisiolégica no es del todo
comprendida. Se ha propuesto que actla: a) reteniendo acidos grasos y asi evita sus efectos deletéreos
en el miocardio; b) como una fuente de energia local en situaciones de alta demanda, como por
ejemplo en situaciones de isquemia miocéardica, y ¢) dado que deriva del tejido adiposo pardo, podria
servir para defender al miocardio contra la hipotermia. En relacion al riesgo cardiovascular se le ha
atribuido papeles antagénicos®®; por ejemplo, es capaz de secretar moléculas antiinflamatorias, como
adiponectina®!; sin embargo, en condiciones patoldgicas como la obesidad y la diabetes mellitus, este
tejido es capaz de liberar a la circulacion moléculas proinflamatorias y proaterogénicas como factor de
necrosis tumoral alfa, visfatina, interleucinas 1 y 6, leptina y angiotensinégeno®®?, La mayoria de
estudios, aunque transversales, relacionan la GE con el HOMA-IR?, sindrome metabdlico y riesgo
de aterosclerosis %3164, Sin embargo, la GE podria ser simplemente un epifendmeno asociado a la
presencia de otros factores de riesgo cardiovascular'® El principal problema es que la GE tiene una
correlacién muy estrecha con otros depositos de grasa por lo que resulta dificil separar el efecto de cada
uno de estos depdsitos, quizas por ello los pacientes con ACRO (con menos depositos de grasa) serian un
buen modelo para estudiar el significado intrinseco de la GE. Si el papel de la grasa epicérdica no esta del
todo aclarada en la poblacion general; es del todo desconocida en la acromegalia. Se ha comunicado
que el espesor de la GE medido por ecocardiografia es mayor en ACRO que en los controles,
independientemente de la actividad de la enfermedad . Sin embargo en otro estudio no se
encontraron diferencias cuando la GE se evalué mediante TAC 'y su papel en la ACRO no esta

aclarado.
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2. Metaboldmica

2.1.Definicidon

La Metaboldmica es el estudio sistematico del perfil metabdlico de procesos biol6gicos. Se puede
ejecutar en diferentes muestras (fluidos, tejidos, cultivos celulares, etc.) con la finalidad de mejorar

nuestro conocimiento sobre las enfermedades e identificar biomarcadores.

El conjunto de metabolitos de un individuo se denomina metaboloma. EI metaboloma representa
la “huella metabolica” de un individuo. Este conjunto de metabolitos son el producto final de
diferentes cascadas metabdlicas y procesos que son el resultado de su genéticay de la interaccion con

el ambiente.t67

2.2.Tipo de estrategias

En el analisis metabolémico se siguen dos tipos de estrategias que se dividen en base a si el
investigador dirige o no la busqueda de metabolitos.

2.2.1. Estudio dirigido:

Esta estrategia mide ciertos metabolitos pre-especificados y se basa en conocimientos previos.
Esta estrategia tiene la ventaja de proporcionar resultados mas depurados que pueden servir para
detectar o validar biomarcadores, pero el inconveniente de perder una parte importante de la
informacion. Es el método que se sigue en enfermedades pediatricas relacionadas con esteroides por
ejemplo en la Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC) en la cual la medicién de paneles de
cromatografia liquida acopladas a masas de espectrometria (LC-MS) permiten la medicidn simultanea
de varios hormonas esteroideas mejorando la sensibilidad en el diagnéstico®®, otro ejemplo de
aplicacion exitosa es el screening del recién nacido en la que en una sola ejecucion analitica, se

pueden identificar miltiples endocrinopatias y errores innatos del metabolismo6%-171,

2.2.2. Estudio no dirigido

Es el empleado en nuestro estudio y con este enfoque se puede detectar simultaneamente tantos
metabolitos como sea posible. Por tanto, los resultados pueden generar nuevas hipétesis e impulsar el
préximos pasos en la investigacion o incluso detectar metabolitos desconocidos atin no anotados en las
bases de datos. Ademas, nos permite examinar la relacién entre los metabolitos interconectados en
maltiples vias metabdlicas y comparar perfiles metaboldmicos de distintos fenotipos (por ejemplo

sanos y enfermos, respondedores vs resistentes) e identificar cambios metabolicos que nos ayudan a
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entender las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad. Sin embargo, aiin no es posible obtener todas las
clases de metabolitos simultaneamente y la deteccion no dirigida no permite la cuantificacion absoluta

de los metabolitos sino a lo sumo semicuantitativa.

2.3.Aspectos metodoldgicos y tecnoldgicos en metaboldmica:

El disefio experimental adecuado es crucial para garantizar la fiabilidad de cualquier estudio. En
la Figura 11 se expone un diagrama de flujo de un experimento tipico de metabolémica. Los
procedimientos de recoleccidn y almacenamiento de muestras afectan la preservacion del metaboloma
172 (Tabla 2) y, por tanto, es crucial definir a priori todos estos aspectos para garantizar resultados
Optimos.

Se han validado como muestras de estudio: suero, plasma, saliva, orina, liquido cefalo-raquideo,

heces, lavado bronquiolaveolar y también tejidos, entre otros¢”172,

2.3.1. Tipo de plataformas

Aunque existe una amplia gama de plataformas analiticas, las dos mas empleadas son: la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) que es la empleada en nuestro estudio y la
cromatografia liquida acopladas a masas de espectrometria (LC-MS).

Figura 11 Diagrama de Flujo de la metabolomica

|
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Figura 11 Diagrama de Flujo de la metabolémica indicando los factores que puedan influenciar y se han de controlar para
evitar variabilidad de resultados.
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Tabla 2 Factores que afectan el resultado de los estudios de metabolomica

Etapa

Impacto

Consideracion

Disefio experimental

Tipo de estudio

Estrategia metaboldmica
Poblacién diana

Bases de descubrimiento, prueba de
hipotesis, validacion, etc.

Dirigida no dirigida

Sexo, edad, origen étnico, IMC,
dieta, estilo de vida, genotipo,
historial médico,

medicamentos, fumar, ejercicio /
actividad u otros que se consideran
importantes

para el estudio en cuestion

Recoleccion de muestra

Tamafio muestra
Tipo muestra

Tiempo recoleccion
Tubos

Base extraccion /anticoagulante
Posicion paciente

Calculo muestral

En ayuno, post prandial , orina,
sangre , Suero...
Misma hora
circadianas)

(alteraciones

Plastico, vidrio...
Tipo de aditivo
Sentado, acostado, de pie

Pre-procesamiento

Temperatura
Tiempo
Centrifugacion

Alicuotas

Mantener a baja temperatura
Procesar de inmediato

Utilizar la misma centrifuga,
tiempo temperatura

Acordar volumen de alicuotas

Almacenamiento

Control de calidad
Etiquetado

Material de almacenamiento
Division de muestras
Temperatura

Estabilidad

Envio
Etiquetado

Usar un pool de muestras como
registro calidad

Usar adhesivos de buena calidad
Vidrio vs pléastico

Almacenar en distintos lugar para
evitar pérdidas en caso de averia
Congelado a -80°

Numero de ciclos de congelacion /
descongelacion

Hielo seco, hielo himedo
Resistente al agua

Tabla 2 Se resumen los aspectos de disefio, recoleccion, extraccion y almacenamiento de muestras que han de
contemplarse previo al procesamiento de las muestras para estudio metabolémico.
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2.4.Andlisis bioinformaticos

Una vez procesadas las muestras se procede al analisis de resultados. En un estudio metabolémico
estandar, se generan una gran cantidad de datos y rangos. Para obtener resultados fiables que permitan
una interpretacion biomédica, es necesario validar los datos 13" y un procesamiento bioinformatico

riguroso’’.

La gestion de datos generalmente se inicia con el (PCA) y (CA) por la siglas en inglés de
“principal component analysis”'y “claustering analysis”, que son las dos principales alternativas para
revelar patrones de discriminacion entre casos y controles (Fig. 12). Una vez que se revelan los

patrones de discriminacion se aplica la estadistica convencional.

Figura 12 Ejemplo de tabulacién PCA.

12)

20 19 18 17 16 15 14 43 12 11 .10 8 8 7 6 5 4 3 2 414 0 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
a (-

Figura 12 Esquema de los componentes principales (PCA) de todos los metabolitos en 2 grupos. Las estrellas
rojas corresponden a los casos y los puntos azules a los controles. La elipse verde que delimita ambos grupos
logra diferenciar bien 2 grupos.

2.5.Aplicaciones de la metaboldmica en el campo de la Endocrinologia
Desde hace ya algun tiempo en el campo de la endocrinologia se buscan herramientas que

faciliten la deteccion %18 mejoren la comprension'’®® y que reflejen mejor el estado de la

enfermedad?81182,
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La metabolomica se ha posicionado como una herramienta accesible sencilla y
reproducible que permite con una muestra bioldgica acceder a la huella metabolica de la enfermedad
lo que la hace atractiva tanto para la deteccién como para el seguimiento de los pacientes.

En los Gltimos afios varios trabajos han estudiado el papel de la metabolomica en el ambito de la
endocrinologial8®-193.182.194-197.179 ' ga ha destacado el papel de la misma en el conocimiento y mejora

del diagnéstico y son ejemplos de uso cotidiano: los errores innatos del desarrollo!®169-171 y |a HSC,
168

2.5.1. Aplicaciones en pediatria

En nifios la medicién de patrones hormonales desempefia un papel importante en la
evaluacion clinica de una serie de trastornos endocrinos comunes!’. Son claros ejemplo la HSC, el
hiperaldosteronismo, los trastornos de diferenciacion sexual, y el sindrome del ovario poliquistico;
todos ellos se benefician del estudio con paneles metabdlicos. Asimismo el programa de cribado
neonatal con una Gnica muestra de sangre de talon, es capaz de detectar varias patologias, entre ellas,
el estudio de las metabolopatias que se basa en paneles que emplean espectometria de masa.
Asimismo, el eje hipotadlamo-pituitario-adrenal se considera uno de los principales sistemas
involucrados en la programacion fetal y el crecimiento postnatal. Por tanto la posibilidad de medir
perfiles esteroideo y hormonales en general ha despertado especial interés ya que facilita la deteccién

y comprension de los mecanismos subyacentes en estos procesos*’ .

2.5.2. Aplicaciones en adulto

En adultos, el nimero de estudios y las aplicaciones tienen también una tendencia
creciente en las publicaciones; en el dmbito de la obesidad, ha servido para constatar de forma
sistematica, un aumento de los aminoacidos ramificados (BCAAs, de los aminoacidos aromaticos
(AAA) y &cidos grasos saturados entre otros!®-2%, También se ha aplicado para discriminar dentro del
grupo de obesos los metabdlicamente enfermos?°2°2 ( que se beneficiarian alin mas de dieta) y los
sensibles o resistentes a la insulina®®, En el campo de la diabetes, se ha visto por ejemplo que el
aumento de BCAAs se asocia a resistencia insulinica y ademas es un predictor de diabetes?®+2%. En el
ambito de la endocrinologia general se han aplicado estudios metabolémicos en la insuficiencia
suprarrenal’®, nédulo adrenal con secrecion subclinica de cortisol*”’,  terapia hormonal
sustitutiva’®”-2%, ovario poliquistico'”® y en el dmbito del deporte y doping 2"2%, También se ha
propuesto el empleo de paneles esteroideos por LCMS para facilitar el diagnéstico déficit de GH del

adulto®®2% y del Sindrome de Cushing'’®.

Por lo tanto, esta claro que las técnicas “omicas”, y en particular la metabolomica, ha

dejado de ser una técnica experimental o “novedosa” de la cual se tenia poca experiencia y se ha
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posicionado en el campo de la investigacion como una herramienta eficiente que aporta resultados

tangibles en diferentes areas.

2.5.3. Aplicaciones en Acromegalia

Las estrategias diagndsticas y terapéuticas en enfermedades poco frecuentes como en la
ACRO se basan en el control de biomarcadores en este caso GH e IGF-1. Sin embargo, los marcadores
diagnosticos no explican la evolucidon diferencial de los pacientes o la persistencia de comorbilidades.
Una explicacién para ello es que éstos marcadores modifican otros metabolitos que son en Ultima
instancia los responsables de los diferentes fenotipos y heterogeneidad evolutiva de los pacientes. El
progreso en la estandarizacién y mayor accesibilidad a las técnicas "omicas" ofrece una gran
oportunidad de profundizar en los mecanismos moleculares que contribuyen al desarrollo o son
consecuencia de enfermedades poco frecuentes como la ACRO. Esto nos permitird ofrecer abordajes
mas personalizados para el cuidado del paciente. Hasta el momento de la redaccion de la presente tesis
no se han publicado estudios especificos que hayan empleado la metabolémica en pacientes con
ACRO, por lo que entendemos que es un campo muy interesante a explorar.
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Il. HIPOTESISY OBJETIVOS

Los pacientes con acromegalia presentan una serie de alteraciones metabdlicas y complicaciones
cronicas entre ellas la miopatia'® que no siempre revierten totalmente a pesar del control/remisién de
la enfermedad. Aungue los niveles de GH e IGF-1 se emplean para monitorizar el tratamiento, estos
no siempre se correlacionan de forma estrecha con la morbilidad y calidad de vida de los pacientes®®.
El estudio del perfil metabdlico masivo a través de la metabolémica podria ayudar a comprender la
fisiopatologia subyacente.

Partimos de la hipétesis de que los pacientes con acromegalia tienen una huella metabdlica distinta
a los individuos sanos. Para verificar esta hipotesis utilizamos un disefio de cohorte transversal con 30
pacientes expuestos a GH, con acromegalia y 30 controles equiparados por edad sexo indice de masa
corporal y tabagquismo sin acromegalia ni exposicién a GH previa y comparamos ambos perfiles

metabolicos o “metabolomas” en busca de diferencias.
Con estas consideraciones previas los objetivos concretos son:

Objetivo principal:

1. Examinar si existe diferencia en la huella metabélica entre pacientes con acromegalia y
controles sin acromegalia.

Objetivos secundarios

2. Investigar si hay diferencias en la huella metabolémica entre pacientes con ACRO activa y
pacientes con ACRO controlada con tratamiento o en remision.

3. ldentificar biomarcadores i/o vias metabolicas que nos ayuden a comprender las
comorbilidades y su relacion con los niveles de GH/IGF1

4. Explorar si la huella metabdlica es capaz de identificar factores no clasicos de riesgo

cardiovascular
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IIl.  MATERIAL Y METODOS

1. Diseno:

Estudio de cohorte transversal caso-control que incluye 30 pacientes con ACRO y 30 controles
equiparados por edad, sexo, IMC y hébito tabaquico.

2. Ambito:

Los pacientes fueron reclutados de forma consecutiva de las consultas externas de alta
complejidad de patologia Hipotalamo hipofisaria del Hospital Vall Hebron y todos ellos seguian

controles en nuestro centro en los Ultimos 5 afios.

3. Poblacion de estudio:

Se reclutaron pacientes con acromegalia de forma consecutiva (entre febrero de 2016 y enero de
2017). Todos los pacientes eran auténomos, sin deterioro cognitivo y de forma voluntaria desearon
participar en el estudio. Los sujetos control (equiparados por edad, sexo, IMC y hébito tabaquico)

fueron personal del hospital y familiares o amigos de los pacientes.
El diagndstico de acromegalia y su actividad se establecié siguiendo la guia de Katznelson 201421

Los pacientes fueron subdivididos en los siguientes grupos para su estudio:

3.1.Grupos de estudio:
3.1.1. Pacientes ACRO o casos:
Se subdividieron en tres cohortes teniendo en cuenta los niveles de IGF-1 y la toma o no de

medicacion para tratar la acromegalia:

3.1.1.1. Pacientes con IGF-1 normal:
Pacientes que cumplan criterios de control bioquimica de su enfermedad (n=25): GH basal < 1
ng/mL o tras sobrecarga oral de glucosa < 0,4 ng/mL e IGF-1 normal para edad y sexo, con o sin

tratamiento médico. Dentro de este grupo se distingues 2 subgrupos:

3.1.1.1.1. Acromegalia curada o en remision (n=11) (ACRO_RE):
Son los pacientes que cumplan criterios de control bioquimico de su enfermedad: GH basal o
tras sobrecarga oral de glucosa < 0,4 ng/mL e IGF-1 normal para edad y sexo y estan sin tratamiento

médico.
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3.1.1.1.2. Acromegalia controlada (n=14) (ACRO_CO):
Se consideran pacientes controlados (n=14) (ACRO_CO) los que cumplen criterio de control

bioquimico, pero estan con tratamiento médico.

3.1.1.2. Pacientes con acromegalia activa: (ACRO_A):
Son los pacientes que no cumplan criterios de control bioquimico de su enfermedad, es decir siguen

con acromegalia activa (n=5) a pesar de tratamiento médico.

3.2.Criterios de inclusion:

3.2.1.Grupo de pacientes con acromegalia:
Se incluyeron de forma consecutiva todos los pacientes diagnosticados y tratados de

acromegalia en nuestro centro en los Gltimos 5 afios, autbnomos y sin deterioro cognitivo, que de
forma voluntaria aceptaron participar del estudio y firmaron el consentimiento informado representa

un 50 % de nuestros pacientes en seguimiento activo

3.2.2.Grupo de controles:
Individuos sin acromegalia, auténomos, sin deterioro cognitivo equiparados por edad, sexo,

diabetes, IMC y tabaquismo con los pacientes ACRO. Todos aceptaron participar del estudio y

firmaron el consentimiento informado.

3.3.Criterios de exclusion:
Son vélidos tanto para casos como para los controles

e Deterioro cognitivo

e Diabetes tipo 1

e Enfermedad orgénica severa, renal hepética o cardiaca
e Céncer en tratamiento activo

e Receptor trasplante de 6rgano

e Hepatitis

e Tratamiento con cualquier farmaco que aumente la IR, (ex. cortisona, psicofarmacos,

antiretrivirales) Abuso de drogas

e Embarazo o lactancia

3.4.Tratamiento de los casos:

Al inicio del estudio, dentro del grupo ACRO_A, (n=5), tres estaban en tratamiento con analogos
de somatostatina (AASS) y dos con un antagonista del receptor de GH pegvisomant (PEG), ninguno
de ellos en combinacion. En el grupo ACRO_CO (n=14), habia dos con PEG, seis en AASS, dos en

combinacion PEG + AASS y cuatro con cabergolina. Los ACRO_RE (n=11) eran pacientes en
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remision sin tratamiento médico. Los 30 pacientes habian sido sometidos a cirugia transesfenoidal
que no fue curativa y diez habian recibido radioterapia hacia més de 10 afios antes, (1 en ACRO_A, 6
en ACRO_CO y3en ACRO_RE).

4. Medida de la muestra

La Acromegalia como hemos referido es una enfermedad poco frecuente, de las consideradas
“enfermedades raras”. En este tipo de patologias los estudios clinicos se realizan, con el mayor
numero posible de “pacientes disponibles”. Hemos realizado el estudio con el 50% de los pacientes
disponibles que se controlan en nuestra unidad por lo que consideramos que es una muestra

representativa
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V. PROCEDIMIENTO:

1. Anamnesis:

El dia que los participantes venian a la extraccion venosa para analitica se procedia a constatar que
habian dado el consentimiento por escrito y no tenian dudas sobre el mismo. Se realizé también una
evaluacion clinica y exploracion fisica (datos de filiacion, habitos toxicos, nivel educativo, actividad
laboral, antecedentes patologicos, peso, talla, perimetro de cintura, TA).

2. Evaluacion Cardiovascular

Aparte de la frecuencia cardiaca, presion arterial y ECG, se medié mediante ecografia de alta
resolucién el grosor de la intima media carotidea bilateral y se practicO un ecocardiograma que
contenia la informacion estandar recomendada por las guias®* y medicién de la grasa epicérdica.
Ecocardiograficamente, la grasa epicardica se identificO como el espacio entre la pared externa del
miocardio y la capa visceral del pericardio. Este espesor se midié de forma perpendicular sobre la
pared libre del ventriculo derecho al final de la sistole en 3 ciclos cardiacos (utilizamos el promedio de

las tres mediciones) 2,

3. Parametros séricos y hormonales:

Se realizd una extraccion de sangre venosa tras 8 horas de ayuno en sedestacion. La extraccion de
sangre se realizd con tubos de EDTA (K3E) con inhibidor de proteasa (BD Vacutainer-Aprotinin
250KIU Ref 361017), EDTA (BD Vacutainer K2E (EDTA) 7,2 mg Ref. 368861) y sin aditivo (BD
Vacutainer SSTII Ref 366468). Las determinaciones hormonales y analisis se midieron con técnicas
habituales o con los Kits especificos (ELISA en su mayoria) en el Laboratorio de Biogquimica y

Hematologia del Hospital

Las concentraciones de IGF-1 se midieron utilizando un ensayo de quimioluminiscencia IGF-I de
Liaison XL (Liaison XL-Diasorin, Italia). El ensayo esta referenciado al ler Estandar Internacional de
la OMS para el codigo IGF-1 NIBSC: 02/254, el limite de deteccion es 3 ng / ml. La GH fue medida
por ImmuliteXP (Siemens Healthcare, EUA); el ensayo esta referenciado a la segunda sensibilidad
analitica estandar internacional NIBSC 98/574 de la OMS 0.01 ng / mL

Las muestras se dividieron en dos partes, una en la que se determinaron los parametros hormonales y

biogquimicos en el laboratorio del hospital: hemograma, bioquimica general, insulina, péptido C, BNP,
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perfil hormonal, (GH, IGF1, LH , FSH, estradiol, testosterona, TSH T4libre, ACTH, cortisol, renina
aldosterona), metabolismo lipidico: HDL IDL TG Lpa, homocisteina, fibrndgeno Apo Al, Apo E , lipasa,
citoquinas inflamatorias: PCR,IL6 ,Leptina,  Adiponectina, TNFa, Galectina-3, Cistatina-C vy

Cardiotrofina-1 .

La otra parte de la muestra se centrifugd y congel6 a -80°C y fue la que se emple6 para el estudio
metaboldmico que se llevo a cabo en el laboratorio de VHIR.

4. Definicidn de variables:

La obesidad se definio como un IMC >30 kg / m2. La hipertension se definio como presion
arterial sistolica> 140 mmHg o presion arterial diastélica> 90 mmHg o el uso de medicamentos
antihipertensivos. La dislipemia se definié como colesterol total (TC)> 230 mg/dI, lipoproteinas de
baja densidad (LDL)>160 mg/dll, triglicéridos >150 mg/dl o tratamiento con medicamentos
hipolipemiantes.

El indice HOMA-IR se calculd con la férmula de Matthews 2'® (insulina basal (mU/I) * glucosa
basal(mg/dl) / 405) que fue de 1.9+2.8 en los casos y 3,0 £2.6 en los controles.

El HOMA-B se calcul6: insulina (mU/I) *360)/(glucosa (mg/dl) -63), tal como ha sido

previamente reportado 214215213

5. Estudio metabolémico:

Las muestras reservadas para el estudio metabolomico se procesaron de la siguiente forma: se
centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante (plasma y
suero) se transfirié a un tubo de plastico (poliestireno) y se alicuotd en dos tubos que se congelaron a -

80°C hasta su procesamiento en el laboratorio de VHIR.

En nuestro estudio metabolémico, se empled una estrategia no dirigida, la plataforma analitica fue
1H-RMN que nos permite determinar los metabolitos mediante las sefiales espectroscOpicas. Para
confirmar la asignacion se comparan los resultados con la de bases de datos HMBD (Human
Metabolome Database)?® y la Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB)?’ y la adiciéon de
estandares conocidos en el caso de dudas. Los espectros se normalizaron para la intensidad total para
minimizar las diferencias en la concentracion y errores experimentales durante el proceso de
extraccion. La integracion se realizé con Global Spectra Deconvolution (GSD) Software: MestreNova
8.1

Los niveles de metabolitos se registran en unidades arbitrarias (UAS) que son las concentraciones

de cada metabolito normalizadas en la muestra
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6. Recogida de datos:

Se disefid un cuaderno de recogida de datos (CRD) con su correspondiente manual de
codificacién, del que posteriormente se confecciond una base de datos. En ambos grupos se recogieron
los pardmetros clinicos y se volcaron los datos bioquimicos y del estudio metabolomico. En los
pacientes con acromegalia ademas, se recogieron detalladamente las variables relacionadas con su
enfermedad: fecha del diagnéstico, duracion estimada de sintomas, tratamientos recibidos (cirugia,
analogos de somatostatina, pegvisomant, agentes dopaminérgicos, etc. con dosis y fechas). También se
registraron las fechas de remision y /o recidiva, asi como la presencia de hipopituitarismo, fecha de

aparicion, dosis de tratamiento sustitutivo. etc.

7. Proteccion de datos personales

El presente estudio se realiz6 de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki, la
International Conference of Harmonisation (ICH) y siguiendo las normas de Buena Préctica Clinica
(BPC de la ICH). El protocolo, consentimiento informado, hoja de informacién de los participantes y
los documentos aplicables se sometieron a evaluacion por el CEIC de nuestro Hospital Vall d’Hebron
(ndimero de protocolo PR(AG)198/2015)

En todos los casos, previa a la realizaciéon de cualquier intervencion se explicd detenidamente el
protocolo de estudio y se solicitd la firma por parte del sujeto del consentimiento informado por

escrito.

En la base de datos informatica el paciente fue identificado por un nimero de cddigo interno, que
fue desconocido para el investigador, con el fin de que sus datos clinicos no pudieran asociarse y que

fueran ciegos para todos los investigadores.

8. Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo para verificar la correcta introduccion de los datos en la base de
datos. Los datos cuantitativos se expresan como media y SD (distribucidn gaussiana) o como mediana
(p50) con rango intercuartil (IQR; distribucion no gaussiana) y los datos categoricos como porcentajes.
La distribucion de los datos se analiz6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realizaron
transformaciones logaritmicas cuando fue necesario para normalizar la distribucion. La comparacion
entre dos grupos se realizd utilizando la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney, segln
correspondieraa. Para la comparacion de variables categoricas se utilizé la prueba de chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher. Las correlaciones se evaluaron mediante el coeficiente de correlacion de

Pearson o la correlacion de rango de Spearman dependiendo de si los datos seguian o no una
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distribucion normal. Las comparaciones de las medianas en los tres grupos (ACRO_A, ACRO_CO y
ACRO_RE) se compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y las tendencias con
el test de Jonckheere-Terpstra (JT-TT). Se emplearon andlisis univariantes y multivariantes para valorar
la relacion entre los distintos tipos de variables evaluadas. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el paquete estadistico STATA14 para Windows. La significancia estadistica se aceptd en p
<0.05.

El analisis metabolomico multivariado parti6é de las tablas de metabolitos generadas a partir de la
integracion de los espectros univariados tipificados (cada valor se resta la mediana y se divide por la
desviacidn estandar de la variable). El analisis de componente principal (PCA) y analisis discriminante
de minimos cuadrados ortogonales (OPLS) y parciales de proyeccion sobre estructura latente (PLS-
DA) se realiz6 con SIMCA-P 13.0 (Umetrics, Suecia).
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V. RESULTADOS

1. Analisis descriptivo

En la Tabla 3 se muestras las caracteristicas basales de los pacientes y los controles equiparados

por sexo, edad, IMC y hébito tabaquico.

No apreciamos diferencias estadisticamente significativas entre sujestos con ACRO vy controles
respecto a factores de riesgo cardiovascular (FRCV) clasicos como la presencia de diabetes, HTA,
dislipemia.

De forma sorprendente encontramos que el HOMA-IR fue menor en los pacientes con ACRO que
en los controles, pero sin llegar a la significacion estadistica. Tampoco encontramos diferencias de
HOMA en relaciéon al sexo de los pacientes.

Tal como era de esperar los pacientes con ACRO presentaron en su conjunto niveles
significativamente elevados de GH e IGF-1 en comparacién con los sujetos control.

Tabla 3 Caracteristicas basales de los pacientes y los controles apareados

Casos (n=30) Controles (n=30) p
Sexo masculino (n/%) 16 (53.3%) 16 (53.3%) 0.68
Edad afios (M+/-5D) 55.53+11.3 52.4+10.8 0.22
IMC kg/m? (M +/-SD) 29.7+5.7 27.3+5.2 0.07
Fumador (n/%) 5(16.7%) 5(16.7%) 0.95
Diabetes (n/%) 7 (23.3%) 6 (20.0%) 0.81
Hipertension (n/%) 8(26.7) 11(36.7%) 0.36
Dislipemia (n/%) 11(36.7%) 14(46.7%) 0.37
Homa-IR p50-(IQR) 1.9(2.8) 3.0(2.6) 0.06
Homa-B p50-(IQR) 131.3(137.1) 164.3(92.0) 0.24
GH ng/dl p50-(IQR) 0.63 (2.69) 0.31(0.71) 0.03
IGF-1 ng/dl (M +/-SD) 216.1+192 143.0£58 0.01

Tabla 3: Caracteristicas basales de ambos grupos. No hay diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos excepto en GH e IGF-1 SD: desviacién estdndar p50: percentil 50 (mediana) IQR (rango
intercuartil. HOMA-IR: modelo homeostatico de resistencia a la insulina. HOMA-B: funcion beta
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En la Tabla 4 se muestra la distribucion de FRCV clésicos en el grupo de pacientes segun el
estado de su enfermedad. Es de destacar que la diabetes estaba presente en los pacientes con
acromegalia activa y controlada y no en los pacientes curados, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. En el resto de FRCV (sexo, edad, IMC, tabaquismo, hipertension y dislipemia) no

encontramos diferencias significativas entre los grupos

El IGF-1 y la GH mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos,
siendo mas altos en ACRO_A y ACRO_CO en comparacion con el grupo de ACRO_RE (p <0.01 en

todas las comparaciones).

Tabla 4 Estado de enfermedad de los pacientes acromegélicos y FRCV.

ACRO_A (n=5) ACRO_CO (n=14) ACRO_RE (n=11) p
Sexo masculino (n/%) 2 (40.0%) 9 (64.0%) 5 (45.0%) 0.55
Edad arios (M+/-SD) 51.4+9.2 60.3#11.1 51.4+109 0.09
IMC kg/m? (M +/-SD) 29.7+7.4 27.6+4.1 32.1+6.1 0.14
Fumador (n/%) 2 (40.0%) 2 (14.3%) 1(9.1%) 0.28
Diabetes (n/%) 2 (40.0%) 5(37.7%) 0 (0.0%) 0.04
Hipertension (n/%) 2 (40.0%) 5(37.7%) 1(9.1%) 0.30
Dislipemia (n/%) 1 (20.0%) 6(20.0%) 4(42.9%) 0.88
Homa-IR p50-(IQR) 2.9(1.88) 1.8 (3.03) 1.7 (2.57) 0.50
Homa-B p50-(IQR) 132.1 (114.9) 110.2 (155.8) 135.1(102.2) 0.72
GH ng/dl p50-(IQR) 5.0(7.9) 0.8(2.2) 0.4(0.5)® 0.01
IGF-1 ng/dl (M +/-SD) 392+ 1219 216.4 + 100.0° 179.0 #115.0° 0.01

Tabla 4: La tabla muestra las 3 cohortes de ACRO. Hay diferencias en la frecuencia de diabetes GH e IGF-1
siendo mayores en pacientes con enfermedad activa. Valores p: prueba exacta de Fisher para variables
categoricas y Kruskal-Wallis para variables continuas. @ vs. ACRO_active, p <0.05; b vs ACRO_remission, p
<0.05 ACRO: Acromegalia, SD: desviacion estandar p50: percentil 50 (mediana) IQR: rango intercuartil
HOMA-IR: modelo homeostatico de resistencia a la insulina. HOMA-B: funcion beta
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Respecto a los marcadores no clasicos de riesgo cardiovascular (Tabla 5) el BNP fue mas elevado en
el grupo ACRO respecto a los controles (3.12 + 0.89 vs 2.13 +0.87 pg/mL p< 0.001) (Fig. 13A). No
apreciamos diferencias significativas en los niveles de BNP en relacion al grado de actividad de la
enfermedad. Sin embargo, curiosamente el aumento de BNP, fue a expensas principalmente del grupo
de pacientes con ACRO_CO (Fig. 13 B). Finalmente, no observamos relacion entre el pro-BNP y la
presencia de HTA ni con los parametros ecocardiograficoas analizados: volumen telediastolico,

volumen telesistélico y grosor de tabique.

Tabla 5 Marcadores no clasicos de riesgo cardiovascular en ambos grupos

Casos (n=30) Controles (n=30) p
APO A1 (mg/dL) (M+/-SD) 5.07+0.16 5.08 +1.68 0.91
ApoB (mg/dL) (M+/-SD) 4.56 +0.20 4.58 +0.24 0.46
PCR (mg/dL) (M+/-SD) -1.80 #1.14 -1.59+1.14 0.52
Adiponectina(ug/mL) (M+/-SD) 2.45 +0.54 2.28+£0.63 0.36
Galectina-3 (ng/m) (M+/-SD) 1.73+041 1.88+0.12 0.15
BNP ((pg/mL) (M+/-SD) 3.12+0.89 2.13£0.87 0.01
Homa-IR p50-(IQR) 1.9(2.8) 3.0(2.6) 0.06
Homa-B p50-(IQR) 131.3(137.1) 164.3(92.0) 0.24
GH ng/dl p50-(IQR) 0.63(2.69) 0.31(0.71) 0.03
IGF-1 ng/dl (M +/-SD) 216.1+192 143.0+£58 0.01

Tabla 5. Distribucién de factores no-clasicos de riesgo cardiovascular en ambos grupos. Se han transformado
las variables (ApoAl, ApoB, PCR, Adiponectina, Gaeactina 3 y BNP) a su logaritmo para normalizar. ApoAl:
apolipoproteina 1, ApoB: apolipoproteina B, PCR: proteina C reactiva, BNP: péptido natriurético cerebral. p:
ttest en las normalizadas y U de Mann-Whitney en las variables que no cumplen criterio de normalidad.

°1 A p: 0.000 | pi.1628 | T —— | mo.000- |
- 7 —||— [l | p00944 | | pu1z1s | !

o ol g"” IEI 1 T

. .

o+ ACRO Control S

Ty — ACRO_A ACRO_CO ACRO_RE controles
Figura 13: Boxplot de BNPlog A :ACRO vs controles, B: Separados en 4 grupos, no hay diferencias
intergrupo excepto, a expensas de ACRO_CO vs control. p de Kruskal-Wallis con correccion de bonferroni.
ACRO_A ( ACRO activos n=5) ACRO_CO (ACRO controlados con tratamiento n=14) ACRO_RE (ACRO en
remision sin tratamiento n=11) BNPlog (logaritmo de BNP para normalizar la variable) BNP: péptido
natriurético cerebral
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Pardmetros morfoldgicos cardiovasculares:

Con respecto a las variables derivadas de la ecografia de troncos suparadrticos y la ecografia cardiaca,
no encontramos diferencias respecto al grosor de la intima media carotidea (GIMC), grosor de tabique
(GT) ni en el tiempo de desaceleracion de la onda E (TDE) entre ACRO y controles. Sin embargo, los
pacientes con ACRO tenian mayor grasa epicardiaca (GE) en comparacion con el grupo control
(Tabla 6 y Figura 14).

Tabla 6: Parametros ecocardiogréaficos en ambos grupos

Variables Casos (n=30) Controles (n=30) p

GIMC mm 0.09 +0.26 0.09 +0.25 0.584
GT mm 11.31+1.38 10.65 + 1.48 0.200
TDE ms 231.24+ 44.38 235.37 £ 67.96 0.583
GE cm 0.65+0.16 0.44+0.14 0.035

Tabla 6: Distribucion en ambos grupos de las diferentes variables expresadas en media y desviacion estandar.
GIMC: grosor de la intima media carotidea GT: grosor de tabique interventicular, TDE: tiempo de
desaceleracion de la onda E, GE: grasa epicérdica.

p:0.000
p:0.035 p:0.040 |

- T T _r

ST T

. 1

ACRO control ACRO_A ACRO_CO ACRO_RE controles

p:0.001

Figura 14: Distribucién de la grasa epicardica en ambos grupos A): Pacientes con acromegalia vs controles.
B): Separados en 4 grupos, encontramos que las diferencias son s6lo respecto a los controles y no intragrupo.
(*) Las p se refieren a las diferencias de cada grupo ACRO respecto a los controles.

La GE no correlacion6 con la presencia de diabetes, HOMA-IR, GH o IGF1 o grado de actividad de la
ACRO.
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2. Perfil metaboldmico

Como se muestra en Figura 15, el modelo (discriminante de minimos cuadrados ortogonales y

parciales) OPLS fue capaz de separar en 2 grupos a los pacientes con ACRO de los controles

emparejados sobre la base de las diferencias de metabolitos plasmaticos. EI modelo fue validado por

permutacion y validacién cruzada.
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Figura 15: Andlisis discriminante metabolémico
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Figura 15 Se visualiza a la izquierda en rojo el grupo de pacientes con acromegalia y en azul a la derecha los
controles. Las variables de entrada son datos de metaboldmica. R%Y = 0,42, Q> = 0,16 UV. Permutacion R2 =

0.217, Q2 = -0.333. CV-Anova: 0,066.
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RESULTADOS

2.1.Analisis comparativo

Los principales metabolitos que discriminan ambos grupos detectados con la técnica de estudio
metabolomico se muestran en la Tabla 7. Los niveles plasmaticos de aminoacidos esenciales estaban
disminuidos en pacientes con ACRO en comparacion con los sujetos control. Entre los aminoécidos
esenciales individuales, aparte de los niveles mas bajos de aminoacidos de cadena ramificada
(BCAAS), solo la lisina fue significativamente menor en pacientes con ACRO. El lactato también se
detectd a menores niveles en los sujetos con ACRO. Por el contrario, la dimetilamina se encontré méas
elevada en los pacientes con ACRO que en el grupo control.

Tabla 7: Principales metabolitos que diferencia a los pacientes de los controles

ACRO p50 (IQR)  Control p50 (IQR) p value Man Whitney

Lisina 0.72 (0.05) 0.78 ( 0.08) 0.003
Lactato 12.26(2.78) 14.85 (5.20) 0.002
Valina 4.75 (0.87) 5.20 (1.06) 0.010
Isoleucina 2.5 (0.41) 2.80(0.51) 0.021
Dimethylamina 1.3(0.18) 1.20 (0.18) 0.020

Tabla 7: Unidades arbitrarias de los principales metabolitos que diferencian a ambos grupos. Aparte de las diferencias
observadas en los aminoacidos de cadena ramificada. solo la concentracion de lisina y lactato fue estadisticamente més baja

en ACRO; por el contrario, la dimetilamina fue mayor. ACRO: Acromegalia p50: percentil 50 (mediana) IQR:( rango
intercuartil)

Cuando analizamos estos parametros segun el estado de la enfermedad (Tabla 8), solo la
lisina y los BCAAs (valina e isoleucina) siguen siendo mas bajos en pacientes con enfermedad activa.
Sin embargo, solo la valina tuvo una prueba de tendencia positiva (JT-TT) (b -Tau 0.30 p: 0.04)

Tabla 8 Concentracion de aminoacidos en relacion al estado de la enfermedad en los pacientes

ACRO_A ACRO_CO ACRO_RE Jonckheere-Terpstra

(n=5) (n=14) (n=11) Tau_b and p
Isoleucina  2.50+0.18 2.46 £ 0.44 2.67+ 0.33 0.26 0.08
Lisina 0.69 +0.02 0.71+£0.08 0.73£0.03 0.28 0.06
Valina 4.30+0.24 4.71+1.02 5,00 £0.54 0.30 0.04

Tabla 8 Se muestra la mediana y el rango intercuartil de concentracion de aminoacido en Unidades Arbitrarias en cada
grupo de pacientes de acuerdo al estado de la enfermedad y la prueba de tendencia de Jonckheere-Terpstra.
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2.2.Andlisis inferencial

RESULTADOS

Los resultados con respecto a la correlacion de Spearman entre los BCAAs y GH o IGF-1 se

muestran en la Figura 16. Los niveles séricos de GH se correlacionaron negativamente con la valina

(r: -0.38, p <0.01) y la isoleucina (r: -0.56, p: 0.00) tanto en la poblacion total como en el grupo

ACRO: valina (r-0.44, p < 0,02) e isoleucina (r-058, p <0,00). No se encontré ninguna correlacion

entre IGF-1 y los BCAAs en toda la poblacion o cuando en el andlisis solo se incluian los pacientes

con ACRO
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Figura 16: Correlaciones de Spearman entre BCAAs (valina e isoleucina) con GH e IGF1 en todo el grupo (Aly
A2) y en pacientes con acromegalia (B1 y B2). La GH (hormona del crecimiento) y el IGF1 (factor de
crecimiento similar a la insulina) se expresan en ng / ml y los BCAAs (aminoacidos de cadena ramificada
expresados)se expresan en UAs. r: coeficiente de correlacion de rango de Spearman.
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RESULTADOS

Los BCAAs no correlacionaron con BNP pero si con la GE (Fig 17). Ademas, en el modelo de
regresion multiple de exclusion por pasos (Tabla 9), en el que se introdujeron como variables
independientes: (sexo, IMC, HTA, DM2, HOMA-IR, GH, IGF1. Solamente, tener ACRO (R 0.186,
p=0.000), los BCAAs y la GH (( -0.035, p=0.027 ) fueron predictores independientes de la grasa
epicérdica en un modelo con R2: 0.52)

s J . o r=-0.31 p 0.030 s 4 K r=-0.26 p 0.044
3 4 5 6 7 45 5 55 6 65 7
valine isoLeucine

Fitted values ® grasa ‘ ‘ Fitted values @ grasa ‘

Figura 17: Correlacion de Spearman BCAAs grasa epicardica. r: coeficiente de correlacién de rango de
Spearman La figura muestra las correlaciones de Spearman de BCAA (valina e isoleucina) con grasa
epicéardica.

Tabla 9: Modelo de regresion multiple con grasa epicardica como variable dependiente

Variables R? Beta T: value p: value
0.5244

ACRO 0.186 4.36 0.000

GH -0.035 -2.29 0.027

Valina -0.977 -3.70 0.001

Isoleucina -0.108 -2.84 0.007

Tabla 9: Modelo final explicativo de regresion multiple de grasa epicardica. Se introdujeron como variables
independientes: (sexo, IMC, HTA, DM2, HOMA-IR, GH, IGF1, valina, isoleucina y tener ACRO) ACRO:
acromegalia, GH: hormona de crecimiento
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DISCUSION

VI. DISCUSION

En el presente estudio los pacientes con acromegalia de una muestra representativa de nuestra
consulta, tuvieron mayor grasa epicardica, BNP mas elevado y niveles méas bajos de BCAAs que los
sujetos control. El descenso de BCAAs se relaciond con GH, el grado de actividad de la enfermedad y
explico en parte el aumento de grasa epicardica en esta poblacion

1. Acromegaliay riesgo cardiovascular

La acromegalia activa se caracteriza por mayor prevalencia de hipertension arterial que acontece
hasta en el 60%!3218 y AMHC o diabetes que se observa hasta en el 30-50%72'*22! | Sin embargo a
pesar de esto la aterosclerosis en la ACRO, no parece ser mayor que en la poblacion general**’-% por
lo que se podria postular la existencia de un efecto protector frente a la formacion de la placa de
ateroma por parte de la GH, IGF1 u otros factores atn por identificar.

El grupo de pacientes ACRO de nuestro estudio estaba equiparado con el grupo control en los
FRCV clasicos como son el sexo la edad el IMC y el habito tabaquico. Sin embargo es de destacar que
tampoco encontramos diferencias en la presencia HTA (26.7%, vs 36.7% p: 0.360), diabetes (23.3 vs
20.0% p: 0.8), dislipemia (36.7 vs 6.7 p: 0.37) 0o HOMA-IR (1.9+2.8 vs 3.0 £2.6 p:0.06). De hecho el
HOMA-IR tendid a ser mayor en los controles que en el grupo con ACRO. Estos hallazgos pueden
estar justificados por el hecho de que en nuestro estudio el grupo de pacientes con ACRO, lo
conformaban en su mayoria pacientes ACRO_CO (n=14) en objetivo de GH/IGF1 bajo tratamiento

médico, 0 ACRO_RE (n=11) sin tratamiento y en remision; es decir, pacientes sin enfermedad activa.

La falta de relacion entre la acromegalia y la IR medida por HOMA merece un comentario
especifico porque va en contra del concepto tradicional basado en la IR como la razén principal de la
diabetes en pacientes con ACRO %2222, De hecho, encontramos menos HOMA-B en pacientes con
ACRO que en los controles. En nuestra cohorte el tratamiento con analogos de somatostatina podria
modificar la secrecién de insulina y la sensibilidad a la insulina 222!, contribuyendo asi a este
hallazgo. Sin embargo, Olarescu et al 1%, en un elegante trabajo en el que se incluyeron pacientes
ACRO recién diagnosticados y no tratados, encontraron que la presencia de tejido adiposo visceral
(VA) en lugar de la activacion de GH / IGF-1 era el factor principal que explicaba la IR en pacientes
con ACRO,

Los valores de HOMA en la poblacién general sin ACRO son muy variables dependiendo de la
poblacion de referencia (Tabla 10). Asimismo, como se puede apreciar en la (Tabla 11) los valores

de HOMA-IR en diferentes series de ACRO activos son muy variables, y muchos no presentan los
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valores tipicos de HOMA-IR observados en la prediabetes o en etapas tempranas de la diabetes tipo 2.
Por ejemplo la serie de ACRO de Briet?*22% tiene un HOMA basal de 2.25 siendo el HOMA para IR
de su poblacion de referencia 3.82** En general, estos hallazgos sugieren que el empleo de la férmula
HOMA (sobre todo en pacientes bajo tratamiento médico) asi como los mecanismos moleculares
involucrados en el aumento de la prevalencia de diabetes en ACRO deben revisarse cuidadosamente.

Tabla 10 Estudios poblacionales y valor de HOMA segun poblacién de referencia:

Estudio Caracteristica Valor Criterio
Hedblad, 2000%% 4.816 Suecia, muestra  >2.0 Percentil 75
poblacional
Summer, 20082% N = 2804, poblacién de >2.73 Percentil 66
EEUU. NHANES,
edad > 20 afos, IMC y
GB normal
Geloneze, 2006%7 1317 brasilefios, edad:  >2.77 Percentil 90
40 + 12 afios, IMC: 34
+10kg/ m2
Esteghamati, 2009%¢ N =1,276 irani, Edad:  >1,95 ROC
38 + 12 afios, no
diabético, normotenso
Marques-Vidal, N=1153 Francia, edad: >3.8 Percentil 75
2002234 35-64 afios, muestra
basada en la poblacién.
Miccoli, 200523 N= 225 Italia, edad: >2.77 Percentil 80
40-79 afios, sujetos
sanos
Ascaso , 2001240 N 292 no diabéticos >34 Formula
Espafia (Valencia) H 3,6 (1,6) M 3,3(1,8)
Tomé, 200924 N = 2860 Espaiia, =2 ROC

poblacion basada: 18-
104 afios, IMC: 26.2 +
4.9 kg / m2
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Tabla 11: Resumen de estudios en pacientes con acromegalia, en los que se dispone de HOMA o

se puede calcular

Estudio

Origen

Valor del HOMA

Colao et al , 2009242

Italia 112 ACRO sin
tratamiento y post-SAs

HOMA-IR basal Total 4.0
HOMA-IR post SAs 1.5

Kinoshita et al, 2011243

Jap6n 92 ACRO activos
sin tratamiento

HOMA-IR
NGT1.3+06I1GT1.7+12 DM21.4+
1.1

Lin et al, 201224

EEUU Boston (n = 76)
(Activos: n = 20)

HOMA-IR
Activos: 3-83 +0-32

Urbani et al, 2013245

Italia 50 ACRO + SAs

HOMAZ2-IR basal
SAs-contolado 1.42+0.34
SAs-no controlado 1.93+0.35 p 0.3002

Ciresi et al, 2013 246 Italia 307 ACRO activa Homa-IR
sin tratamiento Total 4.33 +£2.66
H:3.59 £+ 2.24
M:5.08 + 2.84
Niculescu et al, 2013247 Rumania 114 ACRO HOMA-IR

55 sin tratamiento
59 postig o RT

Total 4,6 (2.7-7.6)
Glucosa Normal 3,7 (2.4-6.0)
Hiperglucemicos 6.0 (4.0-10.0)

Reid. et al, 2015%8 América 138 ACRO HOMA-IR
post IQ sin tratamiento Curados 1.73+1.3
médico Activos 3.14 +2.6
Edo et al. 201624 Japon 110 ACRO sintto  HOMA-IR basal

y post iq

GH<0.4:2.40 + 1.74 (0.14-9.94)
GH>0.4:1.51 + 0.64 (0.74-2.72)

HOMA-IR post iq
GH<0.4: 1.05 + 0.48 (0.21-2.99)
GH>0.4: 0.76 + 0.19 (0.40-1.01)

Olarescu et al, 20161%

Noruega 70 ACRO
activo sin tratamiento

HOMA_IR

Total 3.2

Baja grasa visceral 2.6
Alta grasa visceral 3.8

Shen et al, 201820

China 64 ACRO

HOMA-IR
PRE 4.27
Post IQ 1.36

Briet et al 2018232

Francia 92 ACRO

HOMA-IR BASAL vy post tratamiento
Basal 2.25 (1.0-3.5)
Post-tratamiento 0.88 (0.7-1.3)

He W. et al 2019251

China 151 ACRO

HOMA-IR BASAL
Todos 3.6 (2.33-6.21)NGT 2.79 (2.17—
4.07) IGT 4.07 (2.71-6.7) DM 4.13
(2.26-6.76)

HOMA-IR post 1Q

Grupo 1 (curado): 4.04 (2.4-6.37) a 1.36
(0.83-1.99)

Grupo 2:(discrepante) 3.45 (2.18-6.8) a
1.49 (1.12-2.25)

Grupo 3 (activo): 3.35 (2.4-5.52) a 1.75
(1.1-3.21)

NGT: tolerancia normal a la glucosa IGT: intolerancia a la glucosa, SAs: andlogos de somatostatina, iq: cirugia

H: hombre, M: mujer
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Nuestros pacientes tampoco presentaron diferencias en el GIMC medida por eco-doppler
que es un marcador temprano de riesgo cardiovascular y predictor de ictus e IAM?2, En este sentido,
los resultados de otros trabajos son discrepantes. Asi, algunos autores encuentran mayor grosor?325
otros no encuentran diferencias?® o sélo elevaciones del GIMC en ACRO activa, que se normalizé
tras el control de la enfermedad?®. En este sentido parece l6gico pensar que al estar nuestros pacientes
equiparados por FRCV clésicos y en su mayoria ser pacientes con GH e IGF1 en objetivo, estos

resultados, son los esperables en nuestra muestra.

Respecto a la presencia de FRCV no clasicos, aparte del comentario efectuado sobre el
HOMA-IR, encontramos que el grupo de pacientes con ACRO presentaban niveles méas elevados de

BNP y mayor deposito de GE.

ElI BNP se secreta principalmente por los ventriculos del corazdn en respuesta a la elongacién de la
pared ventricular y la expansion del volumen y es buen marcador de riesgo cardiovascular incluso en
pacientes sin insuficiencia cardiaca!®. Sin embargo los resultados en la acromegalia son
controvertidos. Arikan S et al. ¥ encontraron niveles mas elevados de pro-BNP en 22 pacientes
recién diagnosticados de ACRO (55.89 + 46.64 pg/ml en ACROvs 28.76 = 22.13 pg/ml en
controles), aunque estas diferencias no llegaron a la significacion estadistica. Tampoco se encontraron
diferencias en el estudio de Potter et al.'®® en 12 pacientes con ACRO activa antes y después de 6
meses de tratamiento con octeotrida-LAR. Por el contrario, el grupo de Ito et al. **® encontré que habia
una correlacién negativa entre los valores de BNP e IGF1 en 19 pacientes con ACRO post cirugia y
sin tratamiento anti-hipertensivo. En el estudio de Andreassen et al.*” los pacientes no tratados con
ACRO activa tenian niveles mas bajos de pro-BNP y aumentaron cuatro veces después del
tratamiento. Estos resultados son similares a los de Verhelst et al.**8, que estudié a 200 pacientes con
ACRO equiparados con un grupo de control, y observd concentraciones mas bajas de pro-BNP en
pacientes con ACRO activa (similar a los controles sanos), pero niveles superiores a lo normal en la

enfermedad controlada.

En nuestro estudio los pacientes con ACRO presentaron valores mas elevados de BNP 3.12 +
0.89 vs 2.13 +£0.87 p< 0.001 en comparacién con controles, y estas diferencias fueron principalmente
en base a un mayor BNP en los pacientes ACRO_CO (es decir bien controlados y bajo tratamiento
médico), Estos resultados son similares a los de Verhelst et al.»*® que obtuvieron niveles superiores a
lo normal en la enfermedad controlada. El incremento de BNP ejerce un efecto cardioprotector ya que
promueve la vasorelajacion y la excrecion de sodio urinario. En este sentido se podria argumentar que
el tratamiento de la acromegalia posibilita el incremento de este péptido cardioprotector que
permanece bajo o inapropiadamente normal en la ACRO activa, pero son necesarios mas estudios para

confirmar este supuesto.
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La GE es grasa visceral metabdlicamente activa 2°7. Asimismo, se ha relacionado con el HOMA-
IR?', sindrome metabolico y riesgo de aterosclerosis %%1%4, Sin embargo, su estrecha correlacion con
la presencia de otros depdsitos de grasa hace dificil establecer que sus efectos sean intrinsecos. Se ha
comunicado que el espesor de la GE medido por ecocardiografica es mayor en ACRO que en los
controles, independientemente de la actividad de la enfermedad . Sin embargo en otro estudio no se
encontraron diferencias cuando la GE se evalué mediante TAC !

Dado que la GE es una fuente cercana de acidos grasos disponible para el consumo miocardico, es
posible que la acumulacion de GE pueda estar motivada, al menos en parte, por mecanismos
compensatorios o protectores. Por ejemplo, en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tratados con
pioglitazona durante 24 semanas, hubo un aumento del volumen de GE en comparacion con el grupo de

control de pacientes tratados con metformina, con una mejora simultanea de la funcion diastélica®®.

En nuestro estudio la GE fue mayor en pacientes con ACRO en comparacion con la poblacién
control y no se relacioné con la actividad de la enfermedad. Tampoco observamos relacién entre la GE
y la presencia de diabetes, HOMA-IR, e IGF1. Es bien sabido que en la acromegalia existen depoésitos de
grasa ectdpica y disfuncion de la adiposidad visceral 1%31%4, Sin embargo, hacen falta estudios especificos
dirigidos para averiguar los factores que determinan el acimulo de GE su relacién con la insulin-resistencia

y riesgo cardiovascular.

Tal como se ha mencionado en la introduccion, la GE deriva embriol6gicamente del tejido
adiposo marrén. En un reciente estudio se ha demostrado que el tejido adiposo marrén promueve la
metabolizacion de BCAAs®™® y, por tanto este hallazgo podria en parte explicar la relacion inversa que

hemos detectado entre grasa epicardica y BCAASs en nuestro estudio.

2. Descenso de BCAAs en la acromegalia: implicaciones clinicas

Hay un total de veinte aminoacidos que conforman la proteina muscular. Nueve de estos
son considerados esenciales, lo que significa que no se pueden producir por el organismo en
cantidades fisioldgicamente significativas, por lo que se han de ingerir con la dieta. La proteina
muscular estd en constante recambio, con lo cual, la sintesis de proteinas estd ocurriendo
continuamente para reemplazar la pérdida como consecuencia de su degradacion. Los BCAAS, es
decir: leucina isoleucina y valina, son tres de esos nueve aminoacidos esenciales, necesarios para la
sintesis de otros aminoacidos y también tienen un papel regulador de la sintesis proteica®®®. Los
BCAAs presentan una particularidad respecto a otros aminoacidos y es que su primer paso catabolico
no es el higado sino el musculo y tejido adiposo; el higado carece de la enzima necesaria para realizar

el primer paso catabdlico. Asi pues, los BCAAs son especialmente interesantes por depender del
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consumo exogeno, se catabolizan en el masculo y tejido adiposo (6rganos diana de la GH) y tienen un
papel importante en la regulacion de la sintesis proteica. Asi mismo tienen un papel en la regulacion
de la secrecion de insulina, intervienen en la gluconeogénesis y en el consumo del cerebro de

aminodcidos y formacién de neurotransmisores?6?.

El incremento de BCAAs se ha relacionado con obesidad, resistencia a la inulina y riesgo
de desarrollar diabetes tipo 2 262204263205264265 e hecho, en estudios poblacionales previos, los
riesgos relativos asociados con los BCAAs fueron comparables 0 mayores que los asociados con una
mayor edad, hiperglucemia en ayunas o indice de masa corporal elevado 2. Algunos de estos estudios
gue relacionan BCAAs y resistencia a la insulina, han empleado técnicas metabolémicas no dirigidas
263 En el estudio PREDIMED?® se demostré que tanto el incremento basal de BCAAs como el
aumento a lo largo de un afio tras seguir una dieta se asociaba con mayor riesgo de desarrollar
diabetes. Newgard et al.’®® estudiaron la huella metabdlica de pacientes obesos sin diabetes
comparado con controles delgados y encontraron que los obesos tenian niveles mas bajos de GH,
IGF-1, IGFBP-1 y IGFBP-2, y que habia un grupo dentro de los obesos que tenian mayor IR y
aumento de ciertos aminoacidos, en especial los BCAASs. Los autores sugirieron que, en el contexto de
la sobrenutricion y bajos niveles de IGF-1, el exceso de BCAAs de la dieta estimularia en el musculo
esquelético la via mTOR/S6K que fosforila IRS1 lo cual resulta en insulin-resistencia 9.267.268204 para
una descripcion méas detallada de estos mecanismos se puede consultar la excelente revision de

Gancheva et al. 2%

Dado que la ACRO se ha asociado clasicamente con IR, nuestros resultados, es decir objetivar
un descenso de los BCAAs en la ACRO, parece contradecir estos estudios anteriores. Sin embargo, en
nuestra serie no encontramos diferencias en el HOMA-IR entre los sujetos del grupo control y dentro
del grupo ACRO, el HOMA-IR fue similar entre los pacientes con ACRO activo y controlado.
Ademas, no encontramos ninguna relacion entre HOMA-IR y los BCAA circulantes. Por lo tanto, la

huella metabdlica observada en pacientes con ACRO no parece estar relacionada con la IR.

La razdn por la que el aumento de GH/IGF-1 induce una disminucion de los BCAA circulantes
parece estar relacionada con una mayor captacion de estos aminoacidos por parte del masculo,
favoreciendo asi una accion anabolica. Los primeros estudios que mostraron el efecto de la GH en la
proteina muscular se midieron mediante una técnica de dilucion de is6topos que, de hecho, evalué la
tasa de desaparicion de BCAA (un indice de sintesis de proteinas) 681847987 (Tabla 1). Estos trabajos
mostraron consistentemente una reduccion de BCAA después de la administracion de GH y
confirmaron que la accion muscular de la GH es principalmente anabdlica, con poco efecto sobre la
protedlisis. Mas recientemente, Sawa et al.?®® en ratas deficitarias de GH mostraron que la
administracion de GH mejora el transporte de BCAA en el miocito al aumentar el transportador de
aminodcidos de tipo L (LAT1). Por otra parte, la administracion de GH a vacas lecheras®”® aument6 la

produccion de leche y, tanto en plasma como en tejido mamario, los niveles de BCAA se redujeron
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significativamente. Finalmente, dado que la GH dificulta el empleo de la glucosa como sustrato,
favoreciendo el empleo de lipidos®, es necesaria la gluconeogénesis hepética y renal para la obtencion
de energia. Los sustratos gluconeogénicos incluyen glicerol, lactato, propionato y aminoacidos
glucogénicos como la valina y la isoleucina. Nuestros hallazgos muestran niveles mas bajos de lactato,
valina e isoleucina en pacientes con ACRO respecto a controles, por lo que sugeririan la activacion de
esta via. Una vez més, GH en lugar de IGF-1 parece ser clave en estos cambios metabdlicos.

Aunque el incremento basal en los BCAA se ha relacionado con el aumento del riesgo
cardiovascular (CV) 1472 272 E| estudio PREDIMED-CV?" no pudo demostrar que la correccion de
los niveles de BCAA conllevara disminucién del riesgo CV tras una afio de dieta rica en aceite de
oliva, pero si demostré que la disminucion de BCAA reducia el riesgo de desarrollar diabetes?®. Asi
pues los niveles elevados de BCAA pueden promover IR que conlleva incremento del riesgo CV,

pero también podrian ser s6lo un mero biomarcador mas que un evento iniciador causal?%:27,

Los estudios actuales sugieren que el aumento de la circulacién de BCAA esta relacionado
en parte con la obesidad y una disminucion en el catabolismo de los mismos en el tejido adiposo?™. El
catabolismo defectuoso de BCAA conduciria a una acumulacién de BCAA y sus productos
intermedios, induciendo estrés oxidativo?’®. Especificamente, la leucina podria tener un papel en el
inhibicion de la sintesis de ON en las células endoteliales, lo cual conllevaria disfuncién endotelial®’’.
Por otra parte se cree que, el aumento en concentraciones de BCAA puede conducir a activar mTOR
y, en consecuencia, inducir alteraciones en el recambio proteico, lipido / glucosa /metabolismo de
nucledtidos, y alterar la apoptosis cardiaca haciendo al miocardio mas proclive a la isquemia 27276,
Finalmente, el trabajo reciente de Li et al,?”® demuestra en ratones que la acumulacion crénica de

BCAAs en miocardio lo vuelve vulnerable a la isquemia.

La disminucion de los niveles séricos de BCCA que se produce en la ACRO activa podria tener
dos consecuencias principales con un significado opuesto. Primero, los niveles bajos de BCCA
podrian ser un factor contribuyente de la miopatia que presentan los pacientes acromegalicos y que ha
sido ampliamente reportada **727%138_ Segundo, los niveles bajos de BCAA podrian actuar como factor
protector de la enfermedad isquémica coronaria 2’82, En este sentido, se debe tener en cuenta que
aunque la enfermedad cardiovascular es una de las principales causas de mortalidad prematura en
pacientes con ACRO, esto no se debe en general a mayor niimero de eventos isquémicos *®. De hecho,
los pacientes acromegalicos presentan una baja incidencia de enfermedad isquémica cardiaca a pesar
del aumento de los factores de riesgo cardiovascular como diabetes y HTA 14147.148.151.281 | j et gl. 278
han comunicado recientemente que el catabolismo defectuoso de BCAA y la acumulacién crénica de
BCAAs suprimen el metabolismo de la glucosa y exacerban la lesién por isquemia-reperfusion. Por
contra, también se ha propuesto el papel de los metabolitos de BCAAs en la cardioproteccion contra la

lesién aguda por isquemia / reperfusion??, Por lo tanto, se necesitan estudios especificos dirigidos a
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desentrafar las consecuencias tanto a nivel del musculo esquelético como a nivel cardiovascular de los

bajos niveles circulantes de BCAA que se producen en pacientes con ACRO.

En el caso de que estudios con cohortes mas amplias confirmen que la huella metabolica en la
acromegalia es el descenso de BCAA, podria abrirse una nueva linea terapéutica. En este sentido, se
podria valorar la suplementacion de estos BCAA deficitarios, como un tratamiento coadyuvante de
pacientes con ACRO destinado, entre otros, a aumentar la fuerza muscular, incluida la contractilidad
cardiaca. De hecho, la suplementacion con BCAA en la dieta puede mitigar el dolor muscular después
de un ejercicio intenso?28* y también previene la sarcopenia en pacientes con cirrosis hepatica 28%2%,
Ademas, estudios experimentales han demostrado recientemente que los BCAA son esenciales para
mantener las proteinas miofibrilares?®” y la regulacion del catabolismo de los BCAA en los misculos
es importante para la homeostasis del metabolismo de la energia muscular y, al menos en parte, para la
adaptacion al ejercicio®®. Sin embargo, se necesitan estudios dirigidos a aclarar esta importante

cuestion en el contexto de la acromegalia.
3. Limitaciones del estudio

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Primero, el nimero de pacientes incluidos hace que
nuestros resultados deban reproducirse en otras cohortes mas grandes. En segundo lugar, la huella
metabdlica podria estar enmascarada por el tratamiento recibido por los pacientes con ACRO. Sin
embargo, la relacion entre los niveles de GH y BCAA de forma consistente va en contra de esta
posibilidad. Finalmente, los pacientes no siguieron una dieta estandarizada antes de obtener las
muestras para el analisis metabolémico, lo que podria aumentar la variabilidad de los resultados. Sin
embargo, hemos podido detectar de forma consistente diferencias significativas en los BCAA al
comparar sujetos ACRO versus control y entre la acromegalia activa y la acromegalia controlada bajo

tratamiento médico, por lo que el impacto de esta limitacion es probablemente poco relevante.
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1. La principal huella metabdlica que distingue a los pacientes acromegalicos de la poblacion control
equiparada por edad, sexo y factores clasicos de riesgo cardiovascular, es la reduccion de los niveles

plasmaticos de aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs: isoleucina y valina).

2. Esta huella metabdlica se relaciona con el grado de actividad de la enfermedad. Asi, los pacientes
con acromegalia activa presentaban niveles méas reducidos de BCAAs que los pacientes que estaban

controlados mediante tratamiento o en remision de la enfermedad.

3. La reduccién de los niveles circulantes de BCAAs se relacionan con los niveles de GH y no de IGF-
1, lo que sugiere que el principal mediador de la huella metabdlica es GH y no IGF-1.

4. No se detect6 relacion entre la huella metabdlica y los factores de riesgo cardiovascular clasicos ni

con la resistencia a la insulina, pero si con los depoésitos de grasa epicardica.
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Nuestros resultados abren nuevos campos que inciden de pleno en la denominada investigacion

traslacional. A continuacién, se mencionan los que creemos mas relevantes:

1. La confirmacion del hecho de que los BCAAs circulantes estan disminuidos en los pacientes
acromegalicos, y en especial en aquellos con acromegalia activa, puede ser Gtil para mejorar el
rendimiento de la IGF-1 en el diagnostico y seguimiento de la enfermedad. En este sentido, dado que
la disminucion de BCAAs se relaciona con la GH y no con los niveles de IGF-1, la determinacion de
BCAAs permitiria extraer informacién complementaria de la accién metabdlica de la GH y diferenciar
en cierto modo diferentes fenotipos de la enfermedad. Evidentemente, para explorar esta hipotesis

estamos en disposicion de realizar un estudio prospectivo que idealmente deberia ser multicéntrico.

2. Dada la importancia de los BCAAs como elementos deletéreos para la isquemia miocérdica, su
reduccion mediada por GH podria tener un efecto protector que podria explicar el porqué los pacientes
acromegalicos presentan menor tasa de eventos isquémicos a nivel coronario. Este podria ser uno de

los objetivos del estudio prospectivo arriba mencionado.

3. Los niveles disminuidos de BCAAS pueden ser un elemento patogénico esencial en la miopatia que
presentan los pacientes acromegalicos. A fin de evaluar esta hip6tesis nos planteamos realizar a corto

plazo un estudio experimental y un ensayo clinico en dos fases.

El estudio experimental contard de experimentos in vitro en el utilizaremos miocitos (linea C2C12)
cultivados en medios enriquecidos con BCAAs que serdn tratados con GH, IGF-1 y vehiculo. La
hipotesis es que en los cultivos tratados con GH detectaremos menos BCAAs en el sobrenadante ya
que seran captados por la célula muscular. También se realizara un estudio in vivo en el que se
utilizaran ratones SIRKO/SIGFRKO (modelo que simula una acromegalia en tratamiento) a fin de
reproducir lo que hemos encontrado en humanos. En caso afirmativo dispondriamos de un modelo que

seria ideal para realizar diferentes estudios mecanisticos y de intervencion.

El estudio clinico que tenemos planeado implementar se fundamenta en que la suplementacion
dietética con BCAAs en los pacientes acromegalicos mejorara el funcionalismo y la fuerza muscular.
Primero realizaremos un estudio piloto y si se cumple la hipétesis realizariamos un estudio mas amplio

que podria integrarse en el ensayo clinico prospectivo mencionado en los puntos 1y 2.
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