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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-I son los grandes olvidados en los estudios de neovascularizacion y
no cabe duda de que dicho eje desempefia un papel crucial en la respuesta tras la oclusién de un vaso. Teniendo
en cuenta, ademads, el efecto probado de la GH en la cicatrizacion 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, aungue nunca como terapia aislada ni puntual. Mostrare-
mos un resumen inédito de resultados del estudio GHAS, pionero en administrar GH en pacientes con isquemia.
Como conclusiodn, 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 administracion més adecuada.
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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
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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,

Vascular Inflammation.  further steps should be taken to investigate this therapeutic approach deeper, looking for the most effective dose

NOX4. TNF-a.

INTRODUCCION

Desde su primera descripcion en 1865, el en-
dotelio vascular fue considerado como una mera
barrera que separaba las células sanguineas del te-
jido circundante. Actualmente sabemos que esta
afirmacién no es cierta. Son tantas y tan diversas las
funciones del endotelio vascular que es considera-
do una importante glandula de secrecion interna
del organismo con funciones autocrina, paracrina y
endocrina, aunque también puede reaccionar ante
fuerzas fisicas, sustancias quimicas o mediadores in-
munoldgicos. Entre estas funciones es conocida su
capacidad para producir la propia matriz extracelu-
lar, dxido nitrico (NO) y factor de crecimiento vascu-
lar-endotelial (VEGF). Sin embargo, menos conocida
es la produccion de la propia hormona de creci-
miento (GH), asi como de su mediador, el factor de
crecimiento parecido a insulina o IGF-I (1,2). Como
veremos, el hecho de que el endotelio de los dis-
tintos lechos vasculares tenga receptores para la GH
y la produzca con accion autocrina y paracrina va a
tener una gran trascendencia para apoyar los estu-
dios que fueron desarrollados por nuestro grupo (3).

Tras revisar los numerosos trabajos en los que pa-
rece haber un potencial regenerativo por parte de la
GH, quisimos apostar por testar esta novedosa via
terapéutica para el tratamiento de la isquemia cro-
nica que amenaza la extremidad (CLTI), algo inédi-
to 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 proangio-
génicas (4,5). En la actualidad es considerada una
hormona polifacética, que responde solo de forma

with the lowest side effects, as well as the most appropriate route of administration.

moderada a su nombre (6,7), y es capaz de adaptar
su funcion a las condiciones celulares: por ejemplo,
ante una hipoxemia, pondra en marcha numerosos
mecanismos celulares entre los que destaca la an-
giogénesis (2,8).

Asi pues, en este articulo intentaremos acercar a
todos los angidlogos 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 presen-
tamos era ver si la hormona de crecimiento recom-
binante humana (rhGH), administrada de forma
subcutanea (s.c.) en situaciones de isquemia grave y
sin opciones terapéuticas, era capaz de inducir neo-
vascularizacion, aliviando el dolor de reposo isqué-
mico y ayudando en la cicatrizacion de las lesiones
tréficas.

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

MATERIALY METODO

Realizamos una busqueda profunda en bases de
datos cientificas: PubMed, WOS, Embase y Cochrane
Library siguiendo las guias PRISMA, el modelo PICO
y las fichas de lectura critica. Ademas, se disefaron
dos estudios pioneros, uno experimental y otro cli-
nico, que nos permitieron aproximarnos al posible
beneficio de esta hormona en el contexto de la CLTI.
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La figura 1 trata de resumir los aspectos crono-
logicos y éticos que fueron necesarios para la reali-
zacion tanto del estudio experimental como del en-
sayo clinico. Solo sefalar, que ambos estudios cum-
plieron con toda la normativa vigente, tanto para
ensayos clinicos como para estudios con animales.

Por una parte, el ensayo clinico o estudio GHAS
fue un estudio disenado como en fase lll, aleatoriza-
do, controlado y con enmascaramiento, que utilizé la
rhGH o placebo (grupo control) en 36 pacientes con
CLTI sin opciones de revascularizacion. Con relacion 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 fotopletismografia
(PPG) como método de estudio de la reperfusion tras
angiogénesis terapéutica en un modelo murino de
isquemia periférica, se compararon dos modelos ani-
males diferentes de isquemiay se testo el uso de la GH
en el animal conisquemiafrente a placebo. Paraello se
usaron ratas macho Sprague Dawley en las cuales
se excluyeron los sectores arteriales ilfaco 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

Revision bibliografica

A modo de resumen pudimos constatar que las
células endoteliales (CE) son heterogéneas y adap-
tardn su morfologfa y funcién al microambiente que
les rodea mediante la secrecién de sustancias entre
las que se encuentra la GH autocrina. Actualmente
se ha descrito como el endotelio de multiples terri-
torios presenta receptores para GH e IGF-1, y tam-
bién los segrega (10,11).

Ademas, cuando ponemos GH a CE en cultivo
procedentes de determinados lechos vasculares,
a las pocas horas estas se organizan en estructu-
ras que recuerdan a capilares, incrementando tanto
la formacion como su longitud. Esto es debido a la
capacidad que tiene dicha hormona para estimular
la producciéon 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).
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Figura 1. Representacidn cronoldgica de los principales hechos asociados a los estudios que Se presentan en esta tesis. EudraCT: base de datos de ensayos clinicos en la que deben
registrarse todos los ensayos clinicos desde el 2004. Es un prerrequisito de autorizacion por parte de comités éticos y agencias de medicamentos; REEC: Registro Espariol de Ensayos Clinicos;
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GHAS: Growth Hormone Angiogenic Study.
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Esta caracteristica de la GH de adaptar su funcion
al ambiente que rodea a la célula estd ya presente
durante la embriogénesis. Las hormonas proan-
giogénicas de la familia de la GH/prolactina tienen
un papel crucial durante el desarrollo embrionario,
como consecuencia de su accion sobre la prolifera-
cion, migracion y supervivencia celular. Esta accion
puede observarse ya en el dia 7 en la médula es-
pinal del embrion de pollo, incluso antes del desa-
rrollo de la propia hipdfisis, lo que demuestra que
esta secrecion autocrina/paracrina (extrapituitaria) a
nivel celular suple la funcién de la hipdfisis 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 hormo-
na. Mientras que la molécula completa de GH me-
jora la neovascularizacion 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 regulacion de la angiogé-
nesis (13).

Es necesario resaltar los cambios paralelos
entre el declive fisiolégico de la produccion de
GH, también llamado somatopausia, y la senes-
cencia celular, que se caracteriza principalmente
por un aumento del estrés oxidativo, objetiva-
do por el incremento en la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocon-
drial y un aumento de la inflamacién, expresado
por diferentes biomarcadores como el TNF-a. Es-
tos elementos afectardn a la funcién del NO para
mantener la homeostasis vascular, traduciendo
la disfuncién endotelial y de células progenitoras
(14). Muchos de estos cambios podrian, al menos
desde un punto de vista tedrico, ser compensados
por la administraciéon de GH, que puede inducir la
movilizacién de células mononucleares desde
la médula 6sea (15), corregir la disfuncion endote-
lial (16) y aumentar la produccion de NO (17,18),
disminuyendo citocinas proinflamatorias (19). Val-
ga como ejemplo que, el receptor para GH se ha
hallado en células mononucleares como las célu-
las madre mesenquimales. Curiosamente, en di-
chas células mesenquimales va a desempenar un
papel clave, ya que, si a estas células se les quita
el receptor para GH, se convertirdn a adipocitos

en un altisimo porcentaje y perderan su funciéon
progenitora respecto a las originales. Por el contra-
rio, en aquellas que sobreexpresan dicho receptor
la conversion a adipocitos se reduce drésticamen-
te (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 resul-
tados mas importantes de este estudio fueron los
siguientes:

— EI709% de los pacientes con CLTI evaluados en
este estudio presentd aumento de los niveles
de TNF-a.

— Eltratamiento con rhGH durante 8 semanas
disminuyo 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
aumento los niveles de ARNm del KDR o VEG-
FR2 a nivel del musculo esquelético isqué-
mico.

— 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.

Estudio experimental:

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

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

— LarhGH aplicada a los animales parecio mos-
trar ventajas de recuperacion tras la isquemia
en los animales tratados, medidas por la PPG
y escalas clinicas y funcional de valoracién, si
bien ninguna de ellas resulto ser significativa.

| Angiologia 2024:76(3):161-172 |
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Growth Hormone Angiogenic Study: GHAS
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Figura 2. Linea de tiempo que representa las caracteristicas de disefio del estudio GHAS. D-PPG: Doppler-fotapletismografia; SF-12: versidn corta del cuestionario de calidad

de vida SF-36.
Tabla I. Caracteristicas principales de los pacientes del estudio GHAS
. Clase
Pacientes Sexo ST e ] Comorbilidad JE ba'sal Rutherford
+ SD) (media) 5.6
36 Vardn: 28 711127 Coronariopatia: 47 % 0,19 70,6 %
Mujer: 8 DM: 59 %
Neuropatia: 57,6 %
IRC: 26,5 %

IRC: insuficiencia renal crénica; ITB: indice tobillo/brazo.

DISCUSION

En cuantoal ensayoclinico, las caracteristicas dela
poblacién de estudio quedan reflejadas en la tabla |,
destacando que estabamos tratando a una pobla-
cion de edad avanzada, mas de la mitad de ellos
diabéticos y con una alta tasa de neuropatia esta-
blecida; es decir, se trataba de una poblacién de pa-
cientes con un muy alto riesgo de amputacion

Como cabia esperar en un estudio de angiogé-
nesis, los principales hallazgos vinieron de la mano
de los aspectos bioquimicos, moleculares y clinicos,
y no tanto hemodindmicos. Asi, como apreciamos
en la tabla II, el tratamiento con rhGH disminuyo
significativamente los niveles de TNF-a en sangre.
Dicha molécula es conocida por su papel deletéreo

| Angiologia 2024;76(3):161-172 |

mediador de la oxidacién e inflamacién que con-
lleva la isquemia. Puede también observarse que
algunos de los biomarcadores estaban significati-
vamente 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 rea-
lizados en ratas donde se ve cdmo se van elevando
los niveles de TNF-a con la edad, especialmente si
estan previamente ovariectomizadas. Cuando se ad-
ministra GH, las cantidades de dichas citocinas se re-
ducen, lo que resalta el claro efecto antiinflamatorio
de la GH (19). Este mismo fendmeno se ha encon-
trado en pacientes adultos con deficiencia de GH. Al
dar la terapia de reemplazo hormonal, las citocinas
inflamatorias disminuyen (21).
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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 san-
gre de IL-6, debemos sefiar que la produccion 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, representa-
dos en la figura 3. Como se puede observar, en el
grupo tratado con rhGH 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 resulta-
do nos indujo a pensar inicialmente que con toda
seguridad se trataba de un error. No obstante, tras

una revisién profunda de la literatura, comenzamos
a entender los resultados cuando observamos una
disminucion paralela y significativa del estrés oxida-
tivo, 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 depen-
de en gran medida de la oxidacién en el musculo
isquémico, lo cual estd ademas soportado por estu-
dios experimentales. Asi, cuando se comparan ratas
anosas y jovenes, las primeras muestran un nivel de
estrés oxidativo elevado respecto a las segundas, so-
bre todo si estan ovariectomizadas. Al aplicar la GH,
los niveles de dicha oxidacion se reducen (19). Este
hecho también se ha descrito en pacientes con defi-
ciencia de GH del adulto como en el estudio GREAT.
En ellos la produccion de radicales libres aparece au-
mentada respecto al control sin deficiencia de GH, y
disminuye al administrar la GH (25,26).

Tabla Il. Biomarcadores utilizados en el estudio GHAS

rhGH Placebo
Obs Media SD Obs Media SD p
TNF basal* 16 12,35 5,20 16 8,78 3,94 0,0184"
TNF final* 15 10,93 513 14 8,04 3,60 0,0464"
PCR basal* 18 2,10 2,87 16 0,78 0,70 0,04541
PCR final 17 1,10 1,38 14 343 7,51 0,2188
B2m basal 7 047 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

*Pardmetros que se han encontrado elevados. "Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). TNF: factor de necrosis tumoral;
PCR: proteina C reactiva; B2m: beta 2 microglobuling; Cist.: cistatina C.
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Figura 3. Datos moleculares del GHAS trial RNAm en miisculo esquelético. A. Niveles de enzima NOS3 o eNOS en musculo esquelético isquémico. B. Niveles de la enzima NOX4
en musculo esquelético. C. Correlacidn entre niveles plasmticos basales de TNF y niveles de NOS3 en el musculo esquelético. Obsérvese la correlacion inversa. D). Niveles del receptor 2
del VEGF o KDR en misculo esquelético isquémico. *Significacion estadistica (p < 0,05). n = niimero de pacientes. thGH: recombinant human Growth Hormone.
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Como vemos, ambos parametros, estrés oxida-
tivo y funcion endotelial, se relacionan de forma
inversa. Pero, jcomo afecta el equilibrio redox a la
produccion angiogénica?. De forma muy resumida
diremos que, mientras que pequenas cantidades
de oxidacion son beneficiosas, las concentraciones
altas o crénicamente elevadas, tipicas de las enfer-
medades cronicas como la isquemia critica, seran
deletéreas para la produccion y para el aprovecha-
miento del NO. Por tanto, el proceso isquémico pro-
mueve un aumento de ROSy de NO compensatorio.
No obstante, el problema es que este NO es rapida-
mente inactivado por el exceso de radicales libres,
fendmeno llamado insensibilidad al NO (27,28). Este
hecho es trascendental porque indica que nuestros
pacientes producen NO, pero no lo pueden aprove-
char bien en la isquemia critica porque es inactiva-
do. En el ensayo clinico, los pacientes bajo placebo
mantuvieron un alto nivel de NOX4 y eNOS en su
tejido muscular, tratando de compensar la disminu-
cion de la disponibilidad de NO. La administracion
de GH detuvo este circulo vicioso en el grupo GH,
disminuyendo el desequilibrio oxidativo y aumen-
tando también la disponibilidad del NO, por lo que
no se precisé asi de un aumento especialmente sig-
nificativo 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. Efectiva-
mente, la figura 3C muestra unos datos muy inte-
resantes obtenidos en nuestro estudio: una correla-
cion significativa e inversa entre los niveles basales
de TNF-a y eNOS. Estos datos son de una extraor-
dinaria relevancia, ya que hasta ahora no se habfa
descrito esta relacién entre marcador plasmatico y
muscular en un escenario clinico real de pacientes
con CLTI.

Otro hallazgo destacable fue un aumento pa-
ralelo 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 enten-
derlo conviene recordar que el receptor KDR es un
receptor tirosina-cinasa que media la mayoria de
los efectos del VEGF relacionados con la permea-
bilidad celular, la supervivencia y la mitogénesis. Es
trascendental para la angiogénesis, y representa un
marcador indirecto de la presencia y accién tanto

| Angiologia 2024;76(3):161-172 |

de VEGF como de células progenitoras. Ademas, re-
cientemente, este receptor se ha relacionado con
la arteriogénesis, mediando la mecanotransduc-
cién junto a los mastocitos, plaguetas y neutrofilos,
es decir, media la transformacién de la sefial me-
canica de las fuerzas de cizallamiento a una sefal
quimica (29-33). Estas funciones del KDR y su rela-
cién con la GH soportan la accion angiogénica de
la hormona a nivel muscular.

Por Ultimo, vamos a sefalar de forma muy resu-
mida que también hubo ventajas desde el punto
de vista hemodinamico, con un incremento signifi-
cativo del ITBy de la presion sistdlica a nivel del to-
billo, tal y como queda reflejado en la figura 4A. Sin
embargo, cuando intentamos determinar si dicho
aumento detectado era debido al uso de la hormo-
na, no alcanzamos diferencias significativas entre
los grupos, posiblemente debido al tamafio mues-
tral (Fig. 4B). No obstante, se pudo constatar que el
grupo de pacientes menores de 65 afos era el mas
beneficiado para dicho aumento (Fig. 4C). Tene-
mos que sumar, también, ventajas desde el punto
de vista clinico, ya que observamos una mejoria
muy significativa tanto del dolor de reposo (me-
dido mediante la escala visual EVA de dolor) como
de las heridas en los pacientes tratados con GH,
aunqgue los datos completos no pueden por el mo-
mento ser expresados aqui por dos razones: no es-
tan recogidos en la tesis presentada y, ademas,
estan siendo evaluados para otra publicacion. Val-
ga como ejemplo el box plot de superficie resul-
tante del anélisis de las fotografias de las heridas
(Fig. 5A).

La siguiente cuestion fue dilucidar si este bene-
ficio podria ser solo secundario a la capacidad de la
GH para hacer crecer el tejido de granulacion. 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 para-
lelo al aumento de flujo fotopletismografico alrede-
dor 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 GHy angiogéne-
sis en pacientes con CLTI sin opciones de revascula-
rizacién, este ensayo no esta exento de limitaciones
gue exponemos brevemente:
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Figura 4. (ambios hemodindmicos (valores basales y finales: a las 8 semanas) en los pacientes del estudio GHAS. A. Arriba: presion sistdlica a nivel del tobillo (PST). Centro: indice
tobillo/brazo (ITB). Abajo: curva de incremento de valores medios de PST. B. Arriba: distribucidn 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. Distribucion del [TB 8 o final por grupo de edad. GH: Growth Hormone; SD: desviacidn estdndar; n = tamafio muestral.

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

Pérdida de informacioén final, en parte derivada
de los pacientes con amputacion dentro del
periodo de estudio si no habfa mejoria signi-
ficativa.

Las dosis de GH autorizadas por la Agencia
Espafnola del Medicamento y Productos Sani-
tarios (AEMPS) fueron las recomendadas para
la edad, pero probablemente insuficientes pa-
ra estos pacientes con una oxidacion tan avan-
zada y cronificada.

Ademas, la administracion sistémica de la hor-
mona puede implicar una menor concentra-
cién 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 observa-
ron diferencias de recuperacion de la perfusion entre
dos modelos de isquemia animal a los 30 dias desde
la cirugfa, y dicha recuperacion 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 observo la existencia de variabilidad de pulsati-
lidad y morfologia de la onda PPG entre patas antes
de la isquemia. Para analizar dicha variabilidad se uti-
lizd6 un grafico de dispersion y se estudio el grado de
correlacion entre dichos valores en los 14 animales a
estudio, incluyendo el grupo sham. Aplicando el test
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Figura 5. A Arriba (izquierda y derecha): fotografias de evolucidn de una dlcera en un paciente (LTI tras 2 meses de tratamiento con rhGH. Arriba centro: histograma que muestra la
evolucidn de los pacientes del estudio divididos en dos grandes grupos: mejoria/curacion o empeoramiento/ausencia de mejorfa. Abajo: grdficos de superficie que muestran la evolucion a
los 2 meses del tejido de granulacion en una tlcera de un paciente con (LTI tratado con rhGH. B. Arriba: imagen gammagrdfica y SPECT-MIBI basales y finales que 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. Grdficos: A (abajo): imdgenes obtenidas con el programa Image J. A (arriba, izquierda y derecha). B. Propiedad del autor,
previamente publicadas. rhGH: recombinant human Growth Hormone. PPG: fotopletismografia.

de correlacion de Pearson, pudimos comprobar una
correlaciéon 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 res-
taba 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 pg/dia/30 dias.

Lo que comprobamos fue un fenémeno ya des-
crito por otros autores usando GH y laser Doppler:
las curvas comenzaban a separarse a partir del dia
10, con unarecuperacién mayor en las ratas GH (Fig.
6A). Asi pues, aunque la media de recuperacién no
fue aparentemente muy elevada, si que existio va-
riabilidad entre los animales, con una recuperacién
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 alcanzé la significacion estadis-
tica, probablemente debido al escaso nimero de
animales usados.

Dicho beneficio también se intuyd en las escalas
de valoracion clinica y funcional del dafo isquémico.
Al final del tratamiento, los animales con GH sufrieron
menos dafo isquémico en cuanto a la presencia de
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ulceraciones y necrosis, y también menor dano funcio-
nal, siendo dicha proteccion paralela a la recuperacion
de la onda de PPG (Fig. 6B).

Hay que resaltar, no obstante, que la PPG fue reali-
zada 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 adrenérgi-
co basal (9).

CONCLUSIONES

1. La hormona de crecimiento (GH) y el eje GH/
IGF-1 parecen tener un papel clave en la regu-
lacion de la homeostasis vascular.

2. LaGH, aplicada de forma sistémica, parece dis-
minuir el estado proinflamatorio de los pacien-
tes con isquemia critica de las extremidades
inferiores, medido por el TNF-q, y el estrés oxi-
dativo, medido por la NOX4.

3. 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.

4. La GH, aplicada sistémicamente, podria incre-
mentar la angiogénesis en pacientes con isque-
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mia critica de miembros inferiores, medido
mediante SPECT-MIBI y fotopletismografia.

5. Por tanto, la GH, aplicada sistémicamente,
podria ser Util para el tratamiento de la enfer-
medad 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 clini-
co, pero que sus resultados deben ser confirmados
en un estudio mas amplio (mayor tamafio muestral
e interdisciplinar), debiendo establecerse de forma
adecuada la dosis, los intervalos de tratamiento y la
mejor forma de administracion de la hormona.

CONSIDERACIONES ETICAS

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 apro-
bado por la Agencia Espanola de Medicamentos
y Productos Sanitarios (AEMPS), con numero Eu-
draCT 2012-002228-34, y por el Comité Autondmico
de Etica en la Investigacion de Galicia (CAEIG), con
numero 2012/378.

El estudio experimental fue aprobado por
el Comité de Etica en Experimentacién Ani-
mal (CEEA) de Galicia, con numero de proyecto
ES150780275701, asi como por la Xunta de Gali-
cia, adhiriéndose a las directrices del ARRIVE, y se
realizé de acuerdo con el Acta de 1986 de Reino
Unido sobre Animales (Procedimientos Cienti-
ficos) 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 Insti-
tute of Health (NIH Publications No. 8023, revised
1978).
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