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RESUMEN

iPor qué deberia considerarse la hormona de crecimiento (GH) como
un agente terapéutico prometedor para la neovascularizaciéon en
pacientes con isquemia critica de miembros inferiores? La respuesta
es sencilla. En este articulo se analizan todas las evidencias sobre las
acciones que la GH acomete en el endotelio. Las hormonas
proangiogénicas y, en concreto, el eje GH/IGF-l son los grandes
olvidados en los estudios de neovascularizacién y no cabe duda de
gue dicho eje desempefa un papel crucial en la respuesta tras la
oclusién de un vaso. Teniendo en cuenta, ademas, el efecto probado
de la GH en la cicatrizacién de heridas, la terapia con esta hormona
podria considerarse una terapia complementaria para mitigar los
sintomas de la falta de flujo sanguineo a nivel de las extremidades
inferiores en pacientes sin otras opciones, aunque nunca como
terapia aislada ni puntual. Mostraremos un resumen inédito de
resultados del estudio GHAS, pionero en administrar GH en pacientes
con isquemia. Como conclusion, a pesar de las evidencias, debe
investigarse esta via terapéutica mas profundamente, buscando la
dosis mas eficaz con los menores efectos colaterales, asi como la via

de administracién méas adecuada.

Palabras clave: Hormona de crecimiento (GH). Hormonas
proangiogénicas. Neovascularizacién. Balance redox. Inflamacién
vascular. NOX4. TNF-a.

ABSTRACT

Why should growth hormone (GH) be considered as a promising
therapeutic agent for neovascularization in patients with critical limb
ischemia? The answer is simple. In this article, all the evidence on the
actions of GH on the endothelium will be analyzed. Proangiogenic
hormones and, in particular, the GH/IGF-I axis are the great forgotten

hormones in studies of neovascularization and there is no doubt that



this axis plays a crucial role in the response after vessel occlusion.
Given the proven effect of GH on wound healing, GH therapy could be
considered as an adjunctive therapy to mitigate the symptoms of
poor blood flow in the lower extremities in patients with no other
options, but never as a stand-alone or point therapy. We will show a
summary of results from the GHAS study with no precedents, pioneer
in administering GH in patients with ischemia. In conclusion, despite
the evidences, further steps should be taken to investigate this
therapeutic approach deeper, looking for the most effective dose with
the least side effects, as well as the most appropriate route of
administration.

Keywords: Growth hormone (GH). Proangiogenic hormones.
Neovascularization. Redox balance. Vascular Inflammation. NOX4.
TNF-a.

INTRODUCCION

Desde su primera descripciéon en 1865, el endotelio vascular fue
considerado como una mera barrera que separaba las células
sanguineas del tejido circundante. Actualmente sabemos que esta
afirmacién no es cierta. Son tantas y tan diversas las funciones del
endotelio vascular que es considerado una importante glandula de
secrecidn interna del organismo con funciones autocrina, paracrina y
endocrina, aunque también puede reaccionar ante fuerzas fisicas,
sustancias quimicas o mediadores inmunoldgicos. Entre estas
funciones es conocida su capacidad para producir la propia matriz
extracelular, 6xido nitrico (NO) y factor de crecimiento vascular-
endotelial (VEGF). Sin embargo, menos conocida es la produccion de
la propia hormona de crecimiento (GH), asi como de su mediador, el
factor de crecimiento parecido a insulina o IGF-1 (1,2). Como veremos,
el hecho de que el endotelio de los distintos lechos vasculares tenga

receptores para la GH y la produzca con accion autocrina y paracrina



va a tener una gran trascendencia para apoyar los estudios que
fueron desarrollados por nuestro grupo (3).

Tras revisar los numerosos trabajos en los que parece haber un
potencial regenerativo por parte de la GH, quisimos apostar por testar
esta novedosa via terapéutica para el tratamiento de la isquemia
crénica que amenaza la extremidad (CLTI), algo inédito hasta ese
momento en seres humanos. La GH es una hormona de supervivencia
transcendental en el organismo desde épocas tempranas del
desarrollo embrionario, y es clave para el desarrollo del sistema
cardiovascular junto a otras hormonas proangiogénicas (4,5). En la
actualidad es considerada una hormona polifacética, que responde
solo de forma moderada a su nombre (6,7), y es capaz de adaptar su
funcién a las condiciones celulares: por ejemplo, ante una hipoxemia,
pondrd en marcha numerosos mecanismos celulares entre los que
destaca la angiogénesis (2,8).

Asi pues, en este articulo intentaremos acercar a todos los angiélogos
y cirujanos vasculares al reto del uso clinico de la GH para el
tratamiento de la CLTI.

OBJETIVOS

El objetivo primario de los estudios que presentamos era ver si la
hormona de crecimiento recombinante humana (rhGH), administrada
de forma subcutanea (s.c.) en situaciones de isquemia grave y sin
opciones terapéuticas, era capaz de inducir neovascularizacién,
aliviando el dolor de reposo isquémico y ayudando en la cicatrizacién
de las lesiones troéficas.

Como objetivos secundarios, se pretendia agrupar todas las
evidencias sobre GH y sistema vascular, formular nuevas hipétesis de
trabajo y realizar un andlisis critico de las ventajas e inconvenientes
del uso de la rhGH en dichos pacientes.

MATERIAL Y METODO



Ademas de una buUsqueda profunda en bases de datos cientificas:
Pubmed, WOS, Embase y Cochrane, para ver las evidencias sobre el
tema, disefnamos dos estudios pioneros, uno experimental y otro
clinico, que nos permitieron aproximarnos al posible beneficio de esta
hormona en el contexto de la CLTI.

La figura 1 trata de resumir los aspectos cronoldgicos y éticos que
fueron necesarios para la realizacién tanto del estudio experimental
como del ensayo clinico. Solo sefalar, que ambos estudios cumplieron
con toda la normativa vigente, tanto para ensayos clinicos como para

estudios con animales.
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Figura 1. Representacion cronolégica de los principales hechos
asociados a los estudios que se presentan en esta tesis.

EudraCT: es una base de datos de ensayos clinicos donde deben registrarse todos los
ensayos clinicos desde el 2004. Es un prerrequisito de autorizaciéon por parte de comités
éticos y agencias de medicamentos; REEC: Registro Espariol de Ensayos Clinicos; CAEIG:
Comité Autondmico de Etica en Investigacion de Galicia; AEMPS: Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios; CEEA: Comité de Etica en Experimentacién Animal;
GHAS: Growth Hormone Angiogenic Study.

Por una parte, el ensayo clinico o estudio GHAS fue un estudio
disenado como en fase |Ill, aleatorizado, controlado y con
enmascaramiento, que utilizé la rhGH o placebo (grupo control) en 36

pacientes con CLTI sin opciones de revascularizacién. Con relacién al



estudio experimental, podemos resaltar que ha sido presentado ya en
su mayoria en un articulo anterior publicado en esta misma revista
(9). En este estudio, ademas de estudiar el valor de la PPG como
método de estudio de la reperfusidn tras angiogénesis terapéutica en
un modelo murino de isquemia periférica, se compararon dos
modelos animales diferentes de isquemia y se testd el uso de la GH
en el animal con isquemia frente a placebo. Para ello se usaron ratas
macho Sprague Dawley en las cuales se excluyeron los sectores
arteriales iliaco y femoral de la pata trasera izquierda, usando como
control la pata contralateral del propio animal. Los animales se

dividieron en tres grupos: GH, placebo y sham group.

RESULTADOS

Revisidn bibliografica

A modo de resumen pudimos constatar que las CE son heterogéneas
y adaptaran su morfologia y funciéon al microambiente que les rodea
mediante la secrecién de sustancias entre las que se encuentra la GH
autocrina. Actualmente se ha descrito cémo el endotelio de multiples
territorios presenta receptores para GH e IGF-1, y también los
segrega (10,11).

Ademads, cuando ponemos GH a CE en cultivo procedentes de
determinados lechos vasculares, a las pocas horas estas se organizan
en estructuras que recuerdan a capilares, incrementando tanto la
formacién como su longitud. Esto es debido a la capacidad que tiene
dicha hormona para estimular la produccién del factor de crecimiento
endotelial vascular o VEGF, uno de los factores clave dentro de la
neovascularizacién (11). Si nos fijamos en colgajos de piel ventral de
la rata tras el cierre de sus arterias epigastricas, la administracion de
GH protege de la necrosis e incrementa el flujo sanguineo, ya de
forma muy temprana (12).

Esta caracteristica de la GH de adaptar su funcidén al ambiente que
rodea a la célula estd ya presente durante la embriogénesis. Las

hormonas proangiogénicas de la familia de la GH/prolactina tienen un



papel crucial durante el desarrollo embrionario, como consecuencia
de su accion sobre la proliferacién, migracion y supervivencia celular.
Esta accién puede observarse ya en el dia 7 en la médula espinal del
embrion de pollo, incluso antes del desarrollo de la propia hipdfisis, lo
que demuestra que esta secrecioén autocrina/paracrina
(extrapituitaria) a nivel celular suple la funcién de la hipéfisis y tiene
gran relevancia (4). La mediacion angiogénica de la GH durante el
desarrollo prenatal se ha estudiado /in vivo en la membrana
corioalantoidea del pollo (CAM) utilizando distintos fragmentos de la
hormona. Mientras que la molécula completa de GH mejora la
neovascularizacién respecto al estado basal, su fragmento de 16 KDa
la bloquea. Este hecho es comun para la familia GH/prolactina, y
parece ser un mecanismo eficaz para la regulacidon de la angiogénesis
(13).

También es necesario resaltar los cambios paralelos entre el declive
fisiolégico de la produccién de GH, también llamado somatopausia, y
la senescencia celular, que se caracteriza principalmente por un
aumento del estrés oxidativo, objetivado por el incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel
mitocondrial y un aumento de la inflamaciéon, expresado por
diferentes biomarcadores como el TNF-a. Estos elementos afectaran a
la funcion del NO para mantener la homeostasis vascular, traduciendo
la disfuncion endotelial y de células progenitoras (14). Muchos de
estos cambios podrian, al menos desde un punto de vista tedrico, ser
compensados por la administracion de GH, que puede inducir la
movilizacién de células mononucleares desde la médula ésea (15),
corregir la disfuncién endotelial (16) y aumentar la produccién de NO
(17,18), disminuyendo citocinas proinflamatorias (19). Valga como
ejemplo que, el receptor para GH se ha hallado en células
mononucleares como las células madre mesenquimales.
Curiosamente, en dichas células mesenquimales va a desempefiar un
papel clave, ya que, si a estas células se les quita el receptor para

GH, se convertiran a adipocitos en un altisimo porcentaje y perderan



su funcion progenitora respecto a las originales. Por el contrario, en
aquellas que sobreexpresan dicho receptor, la conversién a adipocitos
se reduce drasticamente (20).

Derivado de los estudios realizados por nuestro grupo, podemos

sefalar los siguientes hallazgos:

Ensayo clinico: estudio GHAS

En el timeline de la figura 2 representamos todas las variables que
utilizamos para evaluar el papel angiogénico de la GH en este
contexto. Por otro lado, las principales caracteristicas de los pacientes
de este estudio se exponen en la tabla I. Los resultados mas
importantes de este estudio fueron los siguientes:

- ElI 70 % de los pacientes con CLTI evaluados en este estudio
presenté aumento de los niveles de TNF-a.

- El tratamiento con rhGH durante 8 semanas disminuyé de
forma significativa los niveles plasmaticos de TNF-a y los
niveles de ARNm de la NOX4 a nivel del musculo esquelético
isquémico.

- El tratamiento con rhGH durante 8 semanas aumenté los
niveles de ARNm del KDR o VEGFR2 a nivel del mdusculo
esquelético isquémico.

- Se detectd un incremento significativo del ITB y de la presion
sistélica a nivel del tobillo en los pacientes del estudio, si bien

dicho aumento no pudo asociarse al tratamiento con rhGH.
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Growth Hormone Angiogenic Study: GHAS
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Figura 2. Timeline que representa las caracteristicas de disefio del

estudio GHAS.
D-PPG: Doppler-fotopletismografia; SF-12: Cuestionario de Calidad SF-12.

Tabla |I.
GHAS

Caracteristicas principales de los pacientes del estudio

Edad ITB basal Clase
Pacientes Comorbilidad
Media + SD Rutherford 5-6

Varon: 28 Coronariopatia:47%

Mujer:8

IRC:26.5%

En rojo se han resaltado los datos mas relevantes.
IRC: insuficiencia renal crénica; ITB: indice tobillo/brazo.

Estudio experimental

- El modelo doble de isquemia animal produjo cambios isquémicos
mas profundos y duraderos en el tiempo que el modelo simple.

- La PPG fue capaz de detectar los cambios isquémicos producidos
tras la isquemia y la recuperacién tras esta durante 30 dias.

- La rhGH aplicada a los animales parecié mostrar ventajas de

recuperacioén tras la isquemia en los animales, medidas por la PPG



y escalas clinicas y funcional de valoracién, si bien ninguna de

ellas resulté ser significativa.

DISCUSION

En cuanto al ensayo clinico, las caracteristicas de la poblacion de
estudio quedan reflejadas en la tabla |, queremos destacar que
estdabamos tratando a una poblacién de edad avanzada, mas de la
mitad de ellos eran diabéticos, con una alta tasa de neuropatia
establecida, es decir, se trataba de una poblacién de pacientes con
un muy alto riesgo de amputacion

Como cabia esperar en un estudio de angiogénesis, los principales
hallazgos vinieron de la mano de los aspectos bioquimicos,
moleculares y clinicos, y no tanto hemodindmicos. Asi, como
apreciamos en la tabla Il, el tratamiento con rhGH disminuyé
significativamente los niveles de TNF-a en sangre. Dicha molécula es
conocida por su papel deletéreo mediador de la oxidacién e
inflamacion que conlleva la isquemia. Puede también observarse que
algunos de los biomarcadores estaban significativamente elevados de
forma basal en el grupo GH, lo que podia significar que este grupo
pudo tener una enfermedad isquémica mas grave. Estos datos vienen
soportados por estudios experimentales realizados en ratas donde se
ve como se van elevando los niveles de TNF-a con la edad,
especialmente si estdn previamente ovariectomizadas. Cuando se
administra GH, las cantidades de dichas citocinas se reducen, lo que
resalta el claro efecto antiinflamatorio de la GH (19). Este mismo
fendmeno se ha encontrado en pacientes adultos con deficiencia de
GH. Al dar la terapia de reemplazo hormonal, las citocinas

inflamatorias disminuyen (21).

Tabla Il. Biomarcadores utilizados en el estudio GHAS



rhGH Placebo

Obs Media SD Obs Media SD p-valor
TNF Basal 16 12,35 5,20 16 8,78 3,94 0,0184
TNF final 15 10,93 5,13 14 8,04 3,60 0,0464
PCR Basal 18 2,10 2,87 16 0,78 0,70 0,0454
PCR final 17 1,10 1,38 14 3,43 7,51 0,2188
B2m Basal 7 0,47 0,27 4 0,23 0,08 0,1269
B2m final 8 0,56 0,51 2 0,21 0,12 0,3894
Cist. Basal 7 1,75 0,93 4 0,76 0,17 0,035
Cist. final 8 1,71 1,12 2 0,80 0,14 0,3054

En verde se han sefialado los parédmetros encontrados elevados. En rojo se han sefialado las
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

TNF: factor de necrosis tumoral; PCR: proteina C reactiva, B2m: beta 2 microglobulina; Cist.:
cistatina C.

En nuestro estudio, el TNF-a estaba aumentado en el 70 % de los
pacientes con CLTI (22). Y, aunque finalmente no pudieron medirse
los niveles en sangre de IL-6, debemos sefar que la produccién de IL-
6 es también en gran parte dependiente de TNF-a y, por tanto, esta
Ultima molécula debe desempefar un rol principal en la isquemia
(23), aunque pueda haber diferencias con la enfermedad coronaria
(24).

Fijémonos ahora en los resultados moleculares mas importantes del
estudio GHAS, representados en la figura 3. Como se puede observar,
en el grupo tratado con GH se produjo un aumento del nivel de eNOS,
principal enzima productora de NO. Sin embargo, curiosamente, este
aumento fue menor que el detectado en los pacientes tratados con
placebo (Fig. 3A). Este sorprendente resultado nos indujo a pensar
inicialmente que con toda seguridad se trataba de un error. No
obstante, tras una revisién profunda, comenzamos a entender los
resultados cuando observamos una disminucién paralela vy
significativa del estrés oxidativo, medido por los niveles de NOX4, en
el grupo de GH comparado con placebo (Fig. 3B). Esto traducia que a
nivel clinico la actividad de la eNOS depende en gran medida de la
oxidacién en el musculo isquémico, lo cual estd ademas soportado
por estudios experimentales. Asi, cuando se comparan ratas afosas y

jévenes, las primeras muestran un nivel de estrés oxidativo elevado



respecto a las segundas, sobre todo si estan ovariectomizadas. Al
aplicar la GH, los niveles de dicha oxidacién se reducen (19). Este
hecho también se ha descrito en pacientes con deficiencia de GH del
adulto como en el estudio GREAT. En ellos la produccién de radicales
libres aparece aumentada respecto al control sin deficiencia de GH, y

disminuye al administrar la GH (25,26).

Figura 3. Datos moleculares del GHAS trial. RNAm en mdusculo
esquelético. A. Niveles de enzima NOS3 o eNOS en musculo
esquelético isquémico. B. Niveles de la enzima NOX4 en mdsculo
esquelético. C. Correlacion entre niveles plasmaticos basales de TNF y
niveles de NOS3 en el muUsculo esquelético. Obsérvese la correlacion
inversa. D. Niveles del receptor 2 del VEGF o KDR en musculo

esquelético isquémico.
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human Growth Hormone.

Como vemos, ambos parametros, estrés oxidativo y funcién
endotelial, se relacionan de forma inversa. Pero, ;codmo afecta el
equilibrio redox a la produccién angiogénica?

En resumen, mientras que pequefas cantidades de oxidacidn son
beneficiosas, las concentraciones altas o cronicamente elevadas,
tipicas de las enfermedades crénicas como la isquemia critica, seran
deletéreas para la produccién y para el aprovechamiento del NO. Por
tanto, el proceso isquémico promueve un aumento de ROS y de NO

compensatorio. No obstante, el problema es que este NO es



rapidamente inactivado por el exceso de radicales libres, fendbmeno
llamado insensibilidad al NO (27,28). Este hecho es trascendental,
porque indica que nuestros pacientes producen NO, pero no lo
pueden aprovechar bien en la isquemia critica porgue es inactivado.
En el ensayo clinico, los pacientes bajo placebo mantuvieron un alto
nivel de NOX4 y eNOS en su tejido muscular, tratando de compensar
la disminuciéon de la disponibilidad de NO. La administracién de GH
detuvo este circulo vicioso en el grupo GH, disminuyendo el
desequilibrio oxidativo y aumentando también la disponibilidad del
NO, por lo que no se precis6 asi de un aumento especialmente
significativo de la cantidad de enzima eNOS.

No hay que olvidar que, tipicamente, la NOX4 esta regulada al alza en
las células bajo estrés y se activa ante los niveles elevados de TNF-a.
Efectivamente, la figura 3C muestra unos datos muy interesantes
obtenidos en nuestro estudio: una correlaciéon significativa e inversa
entre los niveles basales de TNF-a y eNOS. Estos datos son de una
extraordinaria relevancia, ya que hasta ahora no se habia descrito
esta relacion entre marcador plasmatico y muscular en un escenario
clinico real de pacientes con CLTI.

Otro hallazgo destacable fue un aumento paralelo y significativo de
los niveles ARNm del KDR o receptor 2 del VEGF en el grupo GH (Fig.
3D). ;Qué significado tiene este hallazgo? Para entenderlo conviene
recordar que el receptor KDR es un receptor tirosina-cinasa que
media la mayoria de los efectos del VEGF relacionados con la
permeabilidad celular, la supervivencia y la mitogénesis. Es
trascendental para la angiogénesis, y representa un marcador
indirecto de la presencia y accion tanto de VEGF como de células
progenitoras. Ademds, recientemente, se ha relacionado con la
arteriogénesis, que acomete un papel clave en la
mecanotransduccidn junto con los mastocitos, plaguetas y neutréfilos,
es decir, media la transformacién de la sefal mecanica de las fuerzas

de cizallamiento a una sefial quimica (29-33). Estas funciones del KDR



y su relaciéon con la GH soportan la accién angiogénica de la hormona
a nivel muscular.

Por Ultimo, vamos a sefalar de forma muy resumida que también
hubo ventajas desde el punto de vista hemodindmico, con un
incremento significativo del ITB y de la presidn sistdlica a nivel del
tobillo, tal y como queda reflejado en la figura 4A. Sin embargo,
cuando intentamos determinar si dicho aumento detectado era
debido al uso de la hormona, no alcanzamos diferencias significativas
entre los grupos, posiblemente debido al tamafno muestral (Fig. 4B).
No obstante, se pudo constatar que el grupo de pacientes menores de
65 anos era el mas beneficiado para dicho aumento (Fig. 4C).
Tenemos que sumar, también, ventajas desde el punto de vista
clinico, ya que observamos una mejoria muy significativa tanto del
dolor de reposo (medido mediante la escala visual EVA de dolor)
como de las heridas en los pacientes tratados con GH, aunque los
datos completos no pueden por el momento ser expresados aqui por
dos razones: no estan recogidos en la tesis presentada y, ademas,
estan siendo evaluados para otra publicacién. Valga como ejemplo el
box plot de superficie resultante del anadlisis de las fotografias de las
heridas (Fig. 5A).

Figura 4. Cambios hemodinamicos (valores basales y finales: a las 8
semanas) en los pacientes del estudio GHAS. A. Arriba: presién
sistélica a nivel del tobillo (PST). Centro: indice tobillo/brazo (ITB).
Abajo: curva de incremento de valores medios de PST. B. Arriba:
distribucién del ITB a las 8 semanas o final por grupos (GH y placebo).
Abajo: tabla comparativa de valores entre ambos grupos con la media
y desviacion estandar. C. Distribucién del ITB 8 o final por grupo de
edad.
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Figura 5. A. Arriba (izquierda y derecha): fotografias de evolucion de
una Ulcera en un paciente CLTI tras 2 meses de tratamiento con
rhGH. Arriba centro: histograma que muestra la evolucién de los
del
mejoria/curacién o empeoramiento/ausencia de mejoria.

pacientes estudio divididos en dos grandes grupos:
Abajo:
grafico de superficie que muestra la evolucién a los 2 meses del tejido
de granulacién en una Ulcera de un paciente con CLTI tratado con
rhGH. B. Arriba: imagen gammagrafica y SPECT-MIBI basales y finales
gque muestran el incremento de flujo alrededor de la herida de un
paciente diabético. Centro: valores de incremento cuantitativo en el
mismo paciente. Abajo: PPG basal y final se representa en la zona
inferior de la imagen. Obsérvese el incremento de la PP remarcado

con un circulo azul.



A Gréfico de Superficie. Evolucién de una herida tratada con rhGH B SPECT-MIBI y PPG de un paciente tratado con rhGH
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Gréficos A. Abajo: imagenes obtenidas con el programa Image /.
Imagenes A. Arriba (izquierda y derecha) y B propiedad del autor previamente publicadas.
rhGH: recombinant human Growth Hormone. PPG: fotopletismografia.

La siguiente cuestién fue dilucidar si este beneficio podria ser solo
secundario a la capacidad de la GH para hacer crecer el tejido de
granulacién. Para aclarar eso, en el estudio GHAS se demuestra un
aumento del flujo en el SPECT-MIBI, tanto de forma cualitativa como
de forma cuantitativa, que es paralelo al aumento de flujo
fotopletismografico alrededor de la Ulcera en los pacientes bajo
tratamiento con GH (Fig. 5B).

No obstante, a pesar de los estimulantes datos de este primer estudio

piloto sobre GH y angiogénesis en pacientes con CLTI sin opciones de

revascularizaciéon, este ensayo no esta exento de limitaciones que
exponemos brevemente:

- Aunque aleatorizado y controlado con placebo, presenta un
tamano de muestra relativamente pequeno, y no fue doble ciego
(si conté con enmascaramiento).

- Pérdida de informacién final, en parte derivada de los pacientes
con amputacidon dentro del periodo de estudio si no habia mejoria
significativa.

- Las dosis de GH autorizadas por la Agencia Espanola del
Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) fueron las
recomendadas para la edad, pero probablemente insuficientes



para estos pacientes con una oxidacion tan avanzada vy
cronificada.

- Ademas, la administracion sistémica de la hormona puede implicar
una menor concentracién en las zonas isquémicas.

- La obtencion de solo dos muestras de musculo separadas 2 meses
en estos pacientes puede llevar a la pérdida de importante

informacion.

En cuanto al estudio experimental, se observaron diferencias de
recuperacion de la perfusién entre dos modelos de isquemia animal a
los 30 dias desde la cirugia, y dicha recuperacién fue mucho menor
en el modelo doble de isquemia (mas agresivo) que en el simple. La
PPG fue, ademas, capaz de detectar dichas diferencias. Por tanto, el
modelo doble de isquemia fue finalmente el elegido para nuestro
experimento.

Se observé la existencia de variabilidad de pulsatilidad y morfologia
de la onda PPG entre patas antes de la isquemia. Para analizar dicha
variabilidad se utilizé un grafico de dispersién y se estudié el grado de
correlaciéon entre dichos valores en los 14 animales a estudio,
incluyendo el grupo sham. Aplicando el test de correlacién de
Pearson, pudimos comprobar una correlacion significativa positiva de
0,9 (0,74-0,97, IC 95 %, p < 0,001). Asi pues, ya teniamos una prueba
fiable y un modelo de isquemia elegido. Ahora restaba ver si la PPG
era capaz de mostrar diferencias minimas de flujo (mayores del 5 %)
entre animales con isquemia tratados con GH y aquellos tratados con
placebo. Para ello se utilizé rhGH a la dosis total de 15 ug/dia/30 dias.
Lo que comprobamos fue un fenédmeno ya descrito por otros autores
usando GH vy laser-déppler: las curvas comenzaban a separarse a
partir del dia 10, con una recuperacion mayor en las ratas GH (Fig.
6A). Asi pues, aunque la media de recuperacion no fue
aparentemente muy elevada, si que existié variabilidad entre los
animales, con una recuperaciobn muy importante para algunos de

ellos en el grupo GH. Por tanto, a pesar de ser los mismos animales,



estos muestran variabilidad en la respuesta a GH. No obstante, no se
alcanzo la significacidon estadistica, probablemente debido al escaso
nimero de animales usados.

Figura 6. A. Derecha. Diagrama de cajas que muestra el rpp medio
alcanzado al final del tratamiento entre los grupos GH y placebo.
Izquierda. Evolucién grafica durante el periodo de 30 dias de los
grupos de animales: GH, placebo y sham group. La linea representa la
media del rpp medio del sham group.
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Dicho beneficio también se intuyd en las escalas de valoracidn clinica
y funcional del dafio isquémico. Al final del tratamiento, los animales
con GH sufrieron menos dafio isquémico en cuanto a la presencia de
ulceraciones y necrosis, y también menor dafo funcional, siendo

dicha proteccién paralela a la recuperacién de la onda de PPG (Fig.
6B).



Hay que resaltar, no obstante, que la PPG fue realizada con el animal

en reposo y no tras vasodilatacion, lo que podria afectar a los

resultados, ya que pasa por alto la influencia sobre la perfusion del

tono adrenérgico basal (9).

CONCLUSIONES

La hormona de crecimiento (GH) y el eje GH/IGF-I parecen tener un
papel clave en la regulaciéon de la homeostasis vascular.

La GH, aplicada de forma sistémica, parece disminuir el estado
proinflamatorio de los pacientes con isquemia critica de las
extremidades inferiores, medido por el TNF-q, y el estrés oxidativo,
medido por la NOX4.

La GH, aplicada de forma sistémica, podria disminuir el dolor de
reposo e incrementar la cicatrizacion de las lesiones tréficas
asociadas a la isquemia critica.

La GH, aplicada sistémicamente, podria incrementar Ia
angiogénesis en pacientes con isquemia critica de miembros
inferiores, medido mediante SPECT-MIBI y fotopletismografia.

Por tanto, la GH, aplicada sistémicamente, podria ser util para el
tratamiento de la enfermedad vascular periférica en su estado
critico, especialmente en pacientes sin posibilidades de

revascularizacion.

Finalmente, nos gustaria sefalar que el estudio GHAS, aunque lleno

de dificultades y retos, supone un valiente salto desde el laboratorio

al dmbito clinico, pero que sus resultados deben ser confirmados en

un estudio mas amplio (mayor tamano muestral y multidisciplinar),

debiendo establecerse de forma adecuada la dosis, los intervalos de

tratamiento y la mejor forma de administracion de la hormona.

Consideraciones éticas



El autor declara haber elaborado el articulo de forma completa, tanto
en la concepcién y disefio como en el analisis e interpretacion de los
datos. El ensayo clinico (GHAS trial) fue dirigido de acuerdo a las
guias de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por la Agencia
Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), con
ndmero EudraCT 2012-002228-34, y por el Comité Autondmico de
Etica en la Investigacién de Galicia (CAEIG), con nimero 2012/378.

El estudio experimental fue aprobado por el Comité de Etica en
Experimentacion Animal (CEEA) de Galicia, con nimero de proyecto
ES150780275701, asi como por la Xunta de Galicia, adhiriéndose a
las directrices del ARRIVE, y se realiz6 de acuerdo con el Acta de
1986 de Reino Unido sobre Animales (Procedimientos Cientificos) y
las recomendaciones relacionadas de la Directiva UE 2010/63/UE para
experimentos con animales, y la guia sobre el cuidado y utilizacion de
los animales de laboratorio del National Institute of Health (NIH
Publications No. 8023, revised 1978).

Financiacion

Los trabajos que componen esta tesis han sido posibles gracias a la
financiacion aportada por dos becas. El ensayo clinico (GHAS trial)
recibié financiacién publica mediante beca competitiva (BECA AES)
del Instituto de Salud Carlos lll de Madrid y Fondos Europeos de
Desarrollo Regional (FEDER): beca numero Pl 13-00790; ademas,
cuenta con el respaldo econdmico de la Agencia Estatal de
Investigacién, beca nimero PID2019-110437RB-100 y de la Xunta de
Galicia a través del Centro Singular de Investigacién de Galicia,
acreditacion 2019-2022. El estudio experimental contd con una beca
de investigacidon aportada por la Sociedad Espafola de Angiologia y
Cirugia Vascular (SEACV).

Agradecimientos
Quiero agradecer al Dr. Jesus Devesa Mdugica, experto en GH, su

estimulo constante y el apoyo recibido para la realizacién de esta



tesis. De él nacio la idea y los amplios conocimientos que pusieron las

bases de estos trabajos.

También me gustaria agradecer al CIMUS (Centro de Investigacion en

Medicina Molecular y Enfermedades Crénicas de la Universidad de

Santiago), centro donde se ha llevado a cabo los estudios de ARNm a

nivel de musculo esquelético, especialmente a la investigadora y jefa

del Grupo sobre Neoplasias y Diferenciacién Endocrina, Clara Alvarez

Villamarin. Las instalaciones de este centro, ademas, facilitaron la

realizaciéon del estudio experimental.

BIBLIOGRAFIA

1.

Owens C, Conte M. Atherosclerosis. In: Saunder, editor.
Rutherford“s Vascular surgery. 7th ed. Philadelphia; 2010. p. 53.
DOI: 10.1016/B978-1-4160-5223-4.00004-4

Caicedo D, Diaz O, Devesa P, Devesa ). Growth Hormone (GH)
and Cardiovascular System. Int ] Mol Sci 2018 Jan 18;19(1):290.
DOI: 10.3390/ijjms19010290

Lieberman EH, Gerhard MD, Uehata A, Selwyn AP, Ganz P, Yeung
AC, et al. Flow-induced vasodilation of the human brachial artery
is impaired in patients < 40 years of age with coronary artery
disease. Am ] Cardiol 1996 Dec 1;78(11):1210-4. DOI:
10.1016/50002-9149(96)00597-8

Sanders EJ, Harvey S. Growth hormone as an early embryonic
growth and differentiation factor. Anat Embryol (Berl)
2004;209(1):1-9. DOI: 10.1007/s00429-004-0422-1

Clapp C, Thebault S, Jeziorski MC, Martinez de la Escalera G.
Peptide Hormone regulation of angiogenesis. Physiol Rev. 2009
Oct;89(4):1177-215. DOI: 10.1152/physrev.00024.2009

Devesa ], Devesa P. May Growth Hormone be useful for
regenerative therapies with stem cells? Stem Cell Res Th
2017;3(1):98-112.

Devesa J, Almenglé C, Devesa P. Multiple effects of Growth



10.

11.

12.

13.

Hormone in the body: Is it really the Hormone for Growth? Clin
Med Insights Endocrinol Diabetes 2016;9:47-71. DOl
10.4137/CMED.S38201

Caicedo D, Devesa P, Alvarez C V., Devesa J. Why should Growth
Hormone (GH) be considered a promising therapeutic agent for
arteriogenesis? Insights from the GHAS Trial. Cells 2020 Mar
27;9(4):807. DOI: 10.3390/cells9040807

Caicedo Valdés D, Devesa Peleteiro P, Pazos Gonzalez A, Romero
Vazquez L, Martinez Pérez M, Arce Vazquez VM, et al. Evaluacion
de la reperfusibn tras angiogénesis terapéutica con
fotopletismografia en un modelo murino de isquemia de
miembros inferiores. Angiologia 2019;71(4):127-34. DOIL:
10.20960/angiologia.00002

Messias de Lima CF, dos Santos Reis MD, da Silva Ramos FW,
Ayres-Martins S, Smaniotto S. Growth hormone modulates in
vitro endothelial cell migration and formation of capillary-like
structures. Cell Biol Int 2017;41(5):577-84. DOI:
10.1002/cbin.10747

Brunet-Dunand SE, Vouyovitch C, Araneda S, Pandey V, Vidal
LJP, Print C, et al. Autocrine human growth hormone promotes
tumor angiogenesis in mammary carcinoma. Endocrinology
2009;150(3):1341-52. DOI: 10.1210/en.2008-0608

Sun W, Yu W-Y, Yu D-J, Zhao T-L, Wu L-J, Han W-Y. The effects of
recombinant human growth hormone (rHGH) on survival of
slender narrow pedicle flap and expressions of vascular
endothelial growth factor (VEGF) and classification determinant
34 (CD34). Eur Rev Med Pharmacol Sci 2018;22(3):771-7.
Struman |, Bentzien F, Lee H, Mainfroid V, D’Angelo G, Goffin V,
et al. Opposing actions of intact and N-terminal fragments of the
human prolactin/growth  hormone family members on
angiogenesis: an efficient mechanism for the regulation of
angiogenesis. Proc Natl Acad Sci USA 1999 Feb 16;96(4):1246-
51. DOI: 10.1073/pnas.96.4.1246



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Arce VM, Devesa ], Fernandez-Tresguerres JA. Hormona de
crecimiento. In: Fernandez-Tresguerres JA, editor. Fisiologia
humana. 4th ed. Madrid, Spain: Mcgraw-Hill Medical; 2019. p. 1-
36.

Devin JK, Vaughan DE, Blevins LS, Chen Q, Covington J, Verity
DK, et al. Low-dose growth hormone administration mobilizes
endothelial progenitor cells in healthy adults. Growth Horm IGF
Res 2008;18(3):253-63. DOI: 10.1016/j.ghir.2007.11.001

Thum T, Hoeber S, Froese S, Klink |, Stichtenoth DO, Galuppo P,
et al. Age-dependent impairment of endothelial progenitor cells
is corrected by growth hormone mediated increase of insulin-like
growth factor-1. Circ Res 2007 Feb 16;100(3):434-43. DOL:
10.1161/01.RES.0000257912.78915.af

Napoli R, Guardasole V, Angelini V, D'Amico F, Zarra E,
Matarazzo M, et al. Acute effects of growth hormone on vascular
function in  human subjects. ] Clin Endocrinol Metab
2003;88(6):2817-20. DOI: 10.1210/jc.2003-030144

Li G, del Rincén JP, Jahn LA, Wu Y, Gaylinn B, Thorner MO, et al.
Growth hormone exerts acute vascular effects independent of
systemic or muscle insulin-like growth factor I. J Clin Endocrinol
Metab 2008;93(4):1379-85. DOI: 10.1210/jc.2007-2021

Kireev RA, Tresguerres ACF, Garcia C, Borras C, Ariznavarreta C,
Vara E, et al. Hormonal regulation of pro-inflammatory and lipid
peroxidation processes in liver of old ovariectomized female
rats. Biogerontology 2010 Apr;11(2):229-43. DOI:
10.1007/s10522-009-9242-2

Olarescu NC, Berryman DE, Householder LA, Lubbers ER, List EO,
Benencia F, et al. GH action influences adipogenesis of mouse
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells. | Endocrinol
2015 Jul;226(1):13-23. DOI: 10.1530/JOE-15-0012

Deepak D, Daousi C, Javadpour M, Clark D, Perry Y, Pinkney |, et
al. The influence of growth hormone replacement on peripheral

inflammatory and cardiovascular risk markers in adults with



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

severe growth hormone deficiency. Growth Horm IGF Res 2010
Jun;20(3):220-5. DOI: 10.1016/j.ghir.2010.02.002

Caicedo D, Alvarez C V, Perez-Romero S, Devesa J. the
inflammatory pattern of chronic limb-threatening ischemia in
muscles: The TNF-a hypothesis. Biomedicines 2022;10:489. DOI:
10.3390/biomedicines10020489

Brandt C, Pedersen BK. The Role of Exercise-induced myokines
in  muscle homeostasis and the defense against chronic
diseases. | Biomed Biotechnol 2010;2010:1-6. DOI:
10.1155/2010/520258

Gardner AW, Parker DE, Montgomery PS, Sosnowska D,
Casanegra Al, Esponda OL, et al. Impaired vascular endothelial
growth factor a and inflammation in patients with peripheral
artery disease. Angiology 2014 Feb;165(8):683-90. DOI:
10.1177/0003319713501376

Suzuki K, Yanagi K, Shimizu M, Wakamatsu S, Niitani T,
Hosonuma S, et al. Effect of growth hormone replacement
therapy on plasma diacron-reactive oxygen metabolites and
endothelial function in Japanese patients: The GREAT clinical
study. Endocr J 2018;65(1):101-11. DOI: 10.1507/endocrj.E)17-
0330

Evans LM, Davies JS, Anderson RA, Ellis GR, Jackson SK, Lewis M],
et al. The effect of GH replacement therapy on endothelial
function and oxidative stress in adult growth hormone
deficiency. Eur ] Endocrinol 2000;142(3):254-62. DOI:
10.1530/eje.0.1420254

Bir SC, Kolluru GK, Fang K, Kevil CG. Redox balance dynamically
regulates vascular growth and remodeling. Semin Cell Dev Biol
2012 Sep;23(7):745-57. DOI: 10.1016/j.semcdb.2012.05.003

Xia C, Meng Q, Liu L-Z, Rojanasakul Y, Wang X-R, Jiang B-H.
Reactive Oxygen Species Regulate Angiogenesis and Tumor
Growth through Vascular Endothelial Growth Factor. Cancer Res
2007 Nov 15;67(22):10823-30. DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-07-



29.

30.

31.

32.

33.

0783

Gerber HP, McMurtrey A, Kowalski J, Yan M, Keyt BA, Dixit V, et
al. Vascular endothelial growth factor regulates endothelial cell
survival through the phosphatidylinositol 3’-kinase/Akt signal
transduction pathway. Requirement for Flk-1/KDR activation. |
Biol Chem 1998 Nov 13;273(46):30336-43. DOI:
10.1074/jbc.273.46.30336

Gerhardt H, Golding M, Fruttiger M, Ruhrberg C, Lundkvist A,
Abramsson A, et al. VEGF guides angiogenic sprouting utilizing
endothelial tip cell filopodia. ] Cell Biol 2003;161(6):1163-77.
DOI: 10.1083/jcb.200302047

Morishita T, Uzui H, Nakano A, Mitsuke Y, Geshi T, Ueda T, et al.
Number of endothelial progenitor cells in peripheral artery
disease as a marker of severity and association with pentraxin-3,
malondialdehyde-modified low-density lipoprotein and
Membrane type-1 matrix metalloproteinase. | Atheroscler
Thromb 2012; 19(2):149-58. DOI: 10.5551/jat.10074

Dimmeler S, Zeiher AM. Endothelial cell apoptosis in
angiogenesis and vessel regression. Circ Res 2000;4349. DOI:
10.1161/01.RES.87.6.434

Lasch M, Kleinert EC, Meister S, Kumaraswami K, Buchheim J-I,
Grantzow T, et al. Extracellular RNA released due to shear stress
controls natural bypass growth by mediating
mechanotransduction in mice. Blood 2019 Oct 24;134(17):1469-
79. DOI: 10.1182/blood.2019001392



