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1. PRESENTACION DE LA TESIS

Esta Tesis se presenta en forma de compendio de publicaciones segun la normativa
aprobada por la Comision de Doctorado de la Universidad de Barcelona.

Se centra en el estudio del Sindrome de Prader-Willi como un modelo de obesidad. En
concreto, en el estudio de varias de las hormonas que regulan el metabolismo energético
(ghrelina, péptido YY y adiponectina) y de algunas de las citocinas que forman parte del
sitema inmune innato. Los resultados obtenidos en los pacientes con Sindrome de Prader-
Willi se comparan con los obtenidos en sujetos obesos y sanos con normopeso.

Su nucleo principal son tres articulos que han sido aceptados para su publicacion en tres
revistas internacionales.

Ademés la doctoranda ha formado parte activa del equipo de investigacion de otro articulo
centrado en el estudio de la ghrelina en la disfuncion tiroidea. Este articulo se recoge en el

Anexo.
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3. JUSTIFICACION GENERICA DEL TEMA UNITARIO

La obesidad es una patologia de prevalencia creciente en las sociedades modernas . Desde
hace varios afios se sabe que no sdlo depende de factores relacionados con el entorno sino
que también esta en gran parte condicionada por factores genéticos.

En los ultimos afios se estd investigando acerca de cuéles son los mecanismos que regulan
el peso corporal tanto en personas sanas como en diferentes patologias que se caracterizan,
entre otras cosas, por asociar obesidad. Este es el caso del sindrome de Prader-Willi del

que se ocupa el presente trabajo.

3.1. SINDROME DE PRADER-WILLI

3.1.1. GENETICA Y CARACTERISTICAS CLINICAS

El Sindrome de Prader-Willi (SPW) es la causa mas frecuente de obesidad genética. Fue
descrito por primera vez en 1956. La incidencia es de aproximadamente un caso por cada
10.000 a 25.000 nacidos vivos. Estd provocado por una falta de expresion de los genes de
la regiéon cromosdémica 15q11ql3, que generalmente se expresan en el cromosoma
paterno. Esta falta de expresion se debe en un 75% de los casos a una delecion de la region
15q11q13 en el cromosoma paterno. En otro 22% a una disomia uniparental materna, de
forma que estos genes no se expresan al provenir la informacion exclusivamente de la
madre, en un 3% por mutacién de la impronta por lo que tampoco se expresan y en <1 %
por una reorganizacién cromosomica en la que se produce una translocacion a este nivel.
La funcién de los genes que no se expresan en el SPW no se conoce con exactitud. Se
trata de un sindrome dificil de diagnosticar porque muchas de sus caracteristicas son
sutiles o no especificas y otras cambian con la edad. El diagndstico se basa en una serie de
Criterios Mayores y Criterios Menores (ver pag.115). Los Criterios Mayores incluyen:

hipotonia neonatal e infantil con dificultad para succionar que mejora con la edad,



problemas para la alimentacién en la infancia y escasa ganancia de peso con necesidad de
técnicas especiales de alimentacidn, rapido aumento del peso entre los 1-6 afios que da
lugar a obesidad; facies caracteristica que incluye una frente estrecha, ojos almendrados y
labio superior fino; hipogonadismo; retraso mental con dificultad para el aprendizaje;
hiperfagia, y alteracion en la region cromosémica 15q11q13. La obesidad morbida y sus
complicaciones son la mayor causa de morbimortalidad en estos pacientes. El tratamiento
ha de ser precoz y multidisciplinar, enfocado a frenar la ganancia de peso, con una dieta
hipocalodrica, ejercicio regular y supervision del acceso a la comida. Por otra parte, se
deben suplir los déficits hormonales como el de la hormona de crecimiento (GH) y las

hormonas sexuales (1-4).

3.1.2. ASPECTOS ENDOCRINO-METABOLICOS

3.1.2.1. Composicion corporal y distribucion de la grasa:

Los pacientes con SPW tienen un mayor porcentaje de masa grasa y un menor porcentaje
de masa magra comparado con individuos de peso normal, y también respecto a
individuos con obesidad simple. Esta masa magra estd ya disminuida en los primeros afios
de vida y continua disminuyendo con la edad. Dado que la masa magra es reflejo de la
masa mucular, es posible que su disminucidn contribuya a la hipotonia que les caracteriza
(5-7). La gran ingesta calorica, el hipogonadismo, el déficit de GH y una actividad fisica
reducida pueden ser los causantes de este acimulo de grasa (8, 9). El musculo es un tejido
metabdlicamente muy activo, de forma que una menor masa de este tejido unido a una
actividad fisica reducida explican el bajo gasto energético basal que presentan estos
pacientes, que puede llegar hasta el 50% menos que un obeso sano (10-15).

Por otra parte, se ha observado que a igual cantidad de grasa subcutanea presentan una

menor cantidad de grasa visceral comparado con individuos obesos sanos (menor razén



grasa visceral/grasa subcutdnea). Esta menor grasa visceral se asocia con menos
resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia, y una mayor extraccion hepatica de glucosa
(16). Por este motivo tienen un menor riesgo relativo de desarrollar diabetes mellitus tipo
2 y complicaciones cardiovasculares que un individuo obeso sano, aunque mayor que el
que tiene un individuo con normopeso.

Ademas, tienen una menor densidad mineral dsea que los individuos obesos sanos o

individuos normales (5). Todas estas diferencias se resumen en la siguiente tabla (Tabla

1):
Tabla 1:
Obesidad no-SPW SPW
Masa magra aumentada disminuida
Masa muscular aumentada disminuida
Masa osea aumentada disminuida
Masa grasa aumentada aumentada
Grasa visceral aumentada disminuida
Grasa troncal aumentada aumentada
Razon masa magra/grasa disminuida disminuida

3.1.2.2. Hormona de crecimiento

Los pacientes con SPW tienen un peso y una talla al nacer dentro de la normalidad. Sin
embargo, se caracterizan por presentar talla baja (media de 155 cm en hombres y de 148
cm en mujeres) debido a un déficit secretor de GH que se empieza a manifestar como un
retraso de crecimiento a partir de los 15 afios, asociado con una ausencia de estiron

puberal (17).
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Hay muchos datos que indican que tienen una secrecion de GH reducida: un pico de GH
en las pruebas de estimulacion por debajo de lo normal, una secrecion de GH espontanea
disminuida y niveles bajos de IGF-1. Dependiendo de la prueba de estimulacion que se
utilice, entre un 40-100% de los pacientes con SPW cumplen con los criterios que definen
un déficit de GH (pico de GH inferior a 10 pg/l en respuesta a una o dos pruebas de
estimulacion). La mayoria de los nifios afectados también muestra una disminucién de la
secrecion de GH cuando se determinan niveles seriados en un perfil de 24 h, y niveles
bajos de IGFBP-3. Sin embargo, los nifios con obesidad no-SPW también presentan una
secrecion alterada de GH pero con niveles elevados de IGF-1, sugiriendo una
retroalimentacion negativa a nivel hipotalamo-hipofisario (18), y ademds no tienen
alteracion de los niveles de IGFBP-3 (19).

El déficit de GH en los pacientes con SPW no solo se explica por su obesidad sino
también por a una disfuncion a nivel hipotalamico. Estudios autopsicos han demostrado la
existencia de un nucleo paraventricular de menor tamafio, una reduccion del 42-54% en el
nimero de neuronas secretoras de oxitocina y un 30% menos de neuronas que producen
hormona liberadora de GH (GHRH) en el nucleo arcuato, una regulacion negativa del
neuropéptido Y (NPY) y una deficiencia de vasopresina (20, 21). Tanto el NPY como la
oxitocina son hormonas involucradas en la regulacion del apetito. Estudios con resonancia
magnética han revelado un punto brillante anormal en el 16bulo posterior de la hipdfisis en
algunos individuos afectos, que se considera como un signo de disfuncién hipotaldmica
(22), siendo frecuente ademas el hallazgo de una hipoplasia hipofisaria (23).

Las alteraciones en el metabolismo lipidico e hidrocarbonado presentes en estos pacientes
son parcialmente explicables por el déficit de GH (Tabla 2). El tejido adiposo es un érgano

diana para la accion de la GH. La falta de GH da lugar a un aumento de la masa de tejido
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graso debido a un aumento de volumen de los adipocitos, especialmente de las zonas

centrales del cuerpo (24, 25).

Tabla 2:
Obesidad no-SPW SPW

Nifios
Insulina en ayunas aumentada disminuida
Glucosa en ayunas aumentada normal

Adultos
Insulina en ayunas aumentada aumentada (en obesidad)
Glucosa en ayunas aumentada aumentada (en obesidad)
Triglicéridos aumentados aumentados
Colesterol LDL aumentado aumentado
Colesterol HDL disminuido disminuido

El tratamiento con GH en nifios con SPW estd ampliamente experimentado. La duracion
del tratamiento oscila entre los 6 y 36 meses, aunque algunos la reciben durante mas
tiempo. Con el tratamiento con GH los nifios ganan altura, aumentan su velocidad de
crecimiento especialmente a partir del segundo afio de tratamiento, y pueden llegar a
alcanzar su talla diana (26). Ademas de los efectos sobre la talla, la GH influye en la
composicion corporal reduciendo la masa grasa y aumentando la masa muscular (27). Por
otra parte mejora la agilidad, la apariencia fisica, la energia y la resistencia al ejercicio
(28). Dos estudios recientes sugieren ademas, que el tratamiento con GH puede mejorar la
funcion respiratoria en nifios con SPW. Por un lado mejora la fuerza muscular, y por otro
mejora la ventilacion y la sensibilidad de los quimioreceptores periféricos al dioxido de

carbono, sugiriendo que la GH ejerce un efecto directo o indirecto en el sistema de
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regulacion central respiratorio (29-31). Sin embargo, en otro estudio reciente en el que se
revisan los efectos adversos del tratamiento con GH en 328 nifios con SPW se aconseja
administrar este tratamiento con precaucion si existe obesidad extrema o bien alteraciones
respiratorias, tras haberse observado en esta serie 5 casos de muerte subita. El efecto
adverso mas frecuentemente observado fue la escoliosis, seguida de la hiperglicemia (32).
En el adulto, el tratamiento con GH también produce un cambio en la composicion
corporal similar al de los nifios, con una disminucion de la masa grasa y un aumento de la
masa magra, al igual que ocurre en pacientes adultos con un déficit severo de GH. Mejora
la capacidad fisica probablemente debido al aumento de la masa magra, y no se han
observado cambios en la densidad mineral 6sea tras 12 meses de tratamiento con GH (33).
A pesar de que la GH tiene efectos diabetogénicos, no afecta de forma negativa al
metabolismo de la glucosa o de los lipidos (33) a diferencia de lo observado en nifios
después de 12 a 24 meses de tratamiento con GH (32).

3.1.2.3. Metabolismo de la glucosa y sensiblidad a la insulina

La obesidad es uno de los mayores factores de riesgo para desarrollar una diabetes
mellitus tipo 2. Junto con la predisposicidon genética, la obesidad influye en la edad de
aparicion y en la magnitud de la hiperglicemia. La obesidad favorece la resistencia a la
insulina y ésta junto con la hiperinsulinemia acompafiante, caracteriza la fase previa a la
aparicion de la diabetes.

Los pacientes con SPW tienen una prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 mas alta que la
poblacion general (34). Sin embargo, cuando se compara este grupo de pacientes con
individuos obesos, para un mismo grado de obesidad, la respuesta de la insulina a una
comida mixta tanto en adultos como en nifios (35, 36), y a una sobregarga oral de glucosa
en nifios, es significativamente menor en pacientes con SPW para una respuesta de

glucosa similar. Esto indica que tienen una menor resistencia a la insulina y que, por tanto,
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son menos susceptibles a la aparicion de diabetes mellitus tipo 2. Estudios en adultos con
sobrecarga de glucosa intravenosa demuestran que: tanto la primera como la segunda fase
de la secrecion de insulina es significativamente mas baja que en obesos sanos a pesar de
niveles de glucosa similares; la respuesta del C-péptido es también menor; la extraccion
hepatica de insulina y el aclaramiento de insulina estdn aumentados en comparacion con
individuos obesos controles, y existe una disociacion entre obesidad y resistencia a la
insulina, en contraste con individuos obesos normales. En conclusién los mecanismos
glucorreguladores en los pacientes obesos con SPW son diferentes de aquellos obesos no-
SPW (37).

3.1.2.4. Hipogonadismo

El exceso de peso produce varias alteraciones en el sistema reproductor. La relacion entre
la obesidad y la disfuncién gonadal es multifactorial, y en ella pueden estar implicados
tanto factores centrales como periféricos. Sin embargo, la disfuncién gonadal asociada con
el SPW parece mediada por mecanismos diferentes a los asociados a la obesidad.

Los hombres con SPW acostumbran a tener genitales externos hipoplasicos, incluyendo
micropene en varones, y labios menores hipoplésicos en mujeres (38). La adrenarquia
puede ocurrir de forma temprana, pero la maduracion gonadal acostumbra a estar retrasada
o bien ser incompleta, con retraso en la menarquia, amenorrea primaria u oligomenorrea
(8, 39, 40). Los hombres adultos suelen tener niveles de testosterona bajos, aunque los
niveles de 17B-estradiol en las mujeres pueden estar en el rango de la fase folicular
temprana, posiblemente por el aumento de la aromatizacién por el exceso de tejido
adiposo. El grado de hipogonadismo es variable, y es mas severo en hombres que en
mujeres.

La causa exacta de la alteracion del eje hipotdlamo-gonadal es desconocida. Tiene

componentes de hipogonadismo hipogonadotropo debido a defectos hipotalamicos. En
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mujeres asocia componentes de sindrome de ovario poliquistico relacionado con la
obesidad, pero también de fallo gonadal primario. Este ultimo, en varones est4 relacionado
con la frecuente aparicion de criptorquidia, que a su vez estd favorecida por el
hipogonadismo hipogonadotropo (38, 39).

Idealmente este hipogonadismo deberia ser sustituido para evitar la pérdida de masa 6sea.
Sin embargo, en algunos casos no es posible una reposicion completa por la asociacion
con un exceso de agresividad en varones con el tratamiento con testosterona.

3.1.2.5. Hiperfagia

El SPW es una patologia neurogenética compleja. En los primeros meses de vida estos
sujetos tienen dificultades para la alimentacion por problemas para la succidon debido a la
hipotonia. Sin embargo, a partir de los 2 afios de edad desarrollan una hiperfagia que les
conduce a la obesidad moérbida.

El comportamiento alimentario de los pacientes con SPW se diferencia del de un individuo
obeso o delgado en la duracion de la ingesta. Asi cuando se les ofrece bocadillos a estos 3
grupos durante 1 hora, ad libitum, los pacientes con SPW comen sin parar durante la hora
entera, mientras que los sujetos sanos y obesos generalmente han acabado de comer a los
15 minutos (41-43). Todavia no esta claro si esto es debido a un aumento del apetito o una
disminucion de la saciedad.

También se han estudiado las preferencias por los tipos de alimentos. En un estudio, los
pacientes con SPW no mostraron diferencias en las preferencias respecto a los controles
(44). Sin embargo, en otro estudio se observd que tenian una preferencia por alimentos
ricos en hidratos de carbono sobre aquellos ricos en proteinas, y de los ricos en proteinas
respecto a los ricos en grasas, mientras que los individuos de peso normal u obesos no

mostraron diferencias en sus preferencias (45).
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3.2. HOMEOSTASIS ENERGETICA

Este término refleja el proceso de regulacion activa mediante el cual se consigue mantener
un peso estable durante largos periodos de tiempo a pesar de que la ingesta calorica varie
de forma sustancial dia a dia, debido a multitud de factores como por ejemplo factores
emocionales y sociales. Cada vez mas, se van conociendo nuevas moléculas que estan
involucradas en la sefializacidon relacionada con la ingesta caldrica, la cantidad de grasa
acumulada en el cuerpo, y otros mecanismos que intervienen en la regulacion del peso

(Figura 1).

Figura 1: El rol de las sefiales de saciedad en el control de la ingesta. Una vez la
ingesta se ha iniciado, los alimentos interactiian con receptores en la lengua, la orofaringe,
el estomago, y el duodeno, asi como en el higado y otros érganos. La deteccion,
procesamiento, y absorcion de los alimentos genera sefiales de saciedad que provocan una
retroalimentacion negativa en el sistema nervioso central, y estas sefiales dan lugar al fin
de la ingesta. Estas sefiales llegan al cerebro a través de fibras nerviosas viscerales
aferentes y a través de la sangre. Woods S et al. Science 1998, 280: 1378-1383
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3.2.1. SENALES DE CONTROL DEL APETITO

El control de la ingesta y del peso corporal es un proceso muy complejo en el que
intervienen sefiales que aportan informacién de varios lugares del organismo y de muchas
areas del cerebro. Esta es una area en la que se esta investigando intensamente por las
posibles aplicaciones que representa en el tratamiento de la obesidad.

La cantidad de grasa corporal, a menudo estimada como el peso corporal, es estable
durante largos periodos en los adultos. Aunque estd determinada genéticamente, tiene una
variacidon bastante amplia. En un entorno estable el peso se mantendra entre estos limites
predeterminados. En aquellos casos en los que por factores ambientales el peso sobrepase
estos limites, una vez reestablecidas las condiciones previas, tendera de nuevo a volver a
ellos (46-52).

Formando parte del gran sistema del control ponderal se encuentran por un lado, un
conjunto de sefiales que informan al centro de control del apetito sobre cudl es la
adiposidad del organismo (leptina, insulina) y que a su vez, influyen sobre otras sefiales
que controlan la saciedad. Si un individuo ha perdido peso, le llega una menor cantidad de
sefiales de adiposidad, y ésto provoca que haya menos sensibilidad a las sefiales de
saciedad, de forma que este individuo tendera a una ingesta mas cuantiosa. Al contrario, si
un individuo ha ganado peso, se vuelve mas sensible a las sefiales de saciedad. Este
mecanismo permite mantener un peso estable durante largos periodos de tiempo (50, 53-
55). Otra parte del sistema lo forman las sefiales procedentes del sistema gastrointestinal,
de las cuales unas inducen a la ingesta (orexigenas) y otras provocan saciedad

(anorexigenas) (Figura 2).
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Figura 2: Integracion de sefiales reguladoras de la ingesta desde el tejido adiposo, el
intestino, y el cerebro. Las sefiales circulantes de adiposidad, leptina e insulina, penetran
a través de la barrera hematoencetfalica y estimulan receptores en neuronas del hipotalamo.
Las sefiales de saciedad generadas por la ingesta de alimentos entran en la region caudal
del tronco cerebral (como hormonas que actiian localmente en neuronas dentro del tronco
cerebral en si mismo o a través de sefiales viscerales aferentes generadas en la boca o el
intestino), donde tienen influencia sobre reflejos relacionados con la aceptacion o no de la
comida. La informacidn acerca de la saciedad, también llega al hipotdlamo, donde se
integran la informacion cognitiva y las sefiales de adiposidad. Un aumento de la actividad
de las sefales de adiposidad aumenta la capacidad de las sefiales de saciedad para terminar
la ingesta. La informacion integrada es entonces dirigida de vuelta al tronco cerebral y de
ahi a areas que controlan la ingesta y el gasto energético. Woods S et al. Science 1998,
280: 1378-1383

3.2.1.1. Mecanismos centrales

El hipotdlamo es el principal centro regulador del apetito, principalmente a nivel del
nucleo arcuato (AN), pero también estan implicados el nucleo paraventricular (PVN) , y el
area hipotalamica lateral (LHA). El ntcleo del tracto solitario (NTS) en el tronco cerebral

es el otro gran centro regulador del apetito (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de un cerebro de rata, mostrando las principales regiones
hipotalamicas implicadas en la regulacion de la ingesta y sefializacion de adiposidad.
Abreviaciones de las estructuras cerebrales: nucleo arcuato (ARC), nucleo paraventricular
(PVN), érea perifornical (PFA), area hipotaldmica lateral (LHA), fornix (FX), nacleo
ventromedial (VMN), nucleo dorsomedial (DMN), amigdala (AM), cuerpo calloso (CC),
cortex cerebral (CCX), hipocampo (HI), eminencia media (ME), quiasma optico (OC),
septum (SE), tdlamo (TH), tercer ventriculo (3V). Schwartz MW et al. Nature 2000, 404,
661-671.

El nucleo arcuato integra sefiales procedentes de la periferia (es accesible dado que la
barrera hematoencefalica es incompleta a este nivel) y del tronco cerebral. En este ntcleo
existen dos tipos bien diferenciados de grupos neuronales: las neuronas productoras de
neuropéptido Y (NPY) y agouti related peptide (AGRP), que estimulan la ingesta; y las
neuronas productoras de proopiomelacortina (POMC) y cocaine-and amphetamine-
regulated transcript (CART), que inhiben la ingesta. Estas neuronas se modulan por
sefiales periféricas procedentes del tracto gastrointestinal como la ghrelina, colecistocinina
y el péptido YY (PYY) y también por sefiales que informan sobre la adiposidad como la
leptina y la insulina. En concreto la ghrelina actia a través de la estimulacion de las

neuronas productoras de NPY, y la leptina y la insulina inhiben las neuronas productoras

de NPY/AGRP, y ala vez estimulan las productoras de POMC/CART.
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El nucleo del tracto solitario integra informacion del tracto gastrointestinal, tanto aquella
que hace referencia a aspectos mecanicos como la distension géstrica, como la que aportan
diversas hormonas procedentes del tubo digestivo como la colecistocinina o el PYY. Esta
informacion le llega a través del nervio vago y de fibras aferentes via médula espinal
procedentes del tracto gastrointestinal superior (53).

Por su parte el nucleo paraventicular integra sefiales procedentes del nucleo arcuato, del
area hipotalamica lateral (productora de melanin-concentrating hormone (MCH)), del
nucleo del tracto solitario, del cortex y el sistema limbico y de la amigdala (56-60) (Figura

4).
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Figura 4: Modelo neuroanatéomico de las vias por las cuales las sefiales de adiposidad,
leptina e insulina, interactiian con los circuitos centrales autonémicos regulando el
tamafio de la ingesta. Schwartz MW et al. Nature 2000, 404, 661-671.

Abreviaciones: nucleo arcuato (ARC), nucleo paraventricular (PVN), neuropéptido Y
(NPY), area perifornical (PFA), area hipotaldmica lateral (LHA), proopiomelanocortina
(POMC), nucleo del tracto solitario (NTS), colecistocinina (CCK), sistema nervioso
central (SNS), gastrointestinal (GI).
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3.2.1.2. Seiiales periféricas de adiposidad

Tanto la leptina como la insulina tienen receptores a nivel del nicleo arcuato y se secretan
en proporcion directa a la masa grasa.

La leptina es secretada por los adipocitos. Se encuentra disminuida en situaciones de
ayuno, y produce saciedad al estimular las neuronas anorexigenas (POMC/CART) e

inhibir las orexigenas (NPY/AGRP) (53-55) (Figura 5).
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Figura 5. Neuronas NPY/AGRP y POMC/CART en el nucleo arcuato, adyacente al
tercer ventriculo. Son las neuronas de primer orden en la respuesta hipotaldmica a las
sefiales de adiposidad circulantes insulina y leptina. Estas neuronas proyectan hacia el
nucleo paraventricular (PVN), area hipotalamica lateral (LHA) y area perifornical (PFA),
donde estan localizadas neuronas de segundo orden involucradas en la regulacion de la
ingesta y homeostasis energética. Schwartz MW et al. Nature 2000; 404: 661-671.
Abreviaciones: nucleo paraventricular (PVN), area hipotalamica lateral (LHA), érea
perifornical (PFA), neuropéptido Y (NPY), agouti related peptide (AGRP),
proopiomelanocortina (POMC), cocaine-and amphetamine-regulated transcript (CART),
nucleo arcuato (ARC).

Se considera que la leptina juega un papel importante en la regulacién del balance

energético, particularmente en la respuesta del organismo al ayuno (61).
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Una dieta hipocalorica causa inicialmente una rapida disminucion en los niveles de leptina
que se hace mas marcada con la progresiva pérdida de masa grasa (62-64). La disminucién
de la liberacion de leptina al sistema nervioso central (SNC) altera el balance de varios
neurotransmisores hipotalamicos, dando lugar a un aumento compensador del apetito y de
la ingesta (53). Esta disminucién de la actividad de la leptina en el SNC puede estar
provocada también por mutaciones que inactiven a la leptina ( 65, 66 ) o su receptor (67).
Los individuos que tienen estas mutaciones presentan hiperfagia y obesidad.

Los individuos obesos tienen niveles altos de leptina, que se correlacionan positivamente
con el indice de masa corporal (IMC). Se ha propuesto que la resistencia a la acciéon de la
leptina en el SNC 'y, por tanto, la disminucién de la saciedad resultante de esta resistencia
podria conducir a la obesidad (68). De hecho, ensayos clinicos han demostrado que la
administracion de leptina a sujetos obesos tiene escasa repercusion sobre el peso (69, 70).
3.2.1.3. Seiiales periféricas de saciedad

En los ultimos afios se han descrito una serie de hormonas sintetizadas en el tracto
gastrointestinal con accion a nivel del sistema nervioso central, de forma que ya se
considera como un nuevo eje hormonal: cerebro-gastrointestinal.

Después de una ingesta, los nutrientes pasan al estdmago y al intestino, y se liberan una
serie de sefiales gastrointestinales. Estos péptidos y otras sefiales actiian para optimizar el
proceso digestivo, y algunos actuan como sefiales saciantes, entre los que se encuentran el
PYY, el polipéptido pancreatico (PP), el glucagon-like peptide 1 (GLP-1), la

colecistocinina (CCK) y la oxintomodulina (Figura 6).
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Figura 6: Hormonas que controlan la ingesta. La leptina y la insulina circulan en la
sangre a concentraciones proporcinales a la masa grasa. Disminuyen la ingesta inhibiendo
neuronas (centro) que producen neuropéptido Y (NPY) y agouti related peptide (AGRP),
mientras que estimulan neuronas productoras de melanocortina en el nucleo arcuato. NPY
y AGRP estimulan la ingesta y melanocortina la inhibe a través de otras neuronas (arriba).
La activacidon de neuronas productoras de NPY/AGRP inhibe las neuronas productoras de
melanocortina. La ghrelina estimula el apetito a través de la activacion de las neuronas
productoras de NPY/AGRP y el péptido YY (PYY) las inhibe disminuyendo asi el apetito.
Schwartz MW et al. Nature 2002; 418: 595-597.

El PYY, el PP y NPY comparten la misma estructura proteica terciaria con forma de U.
Ademas, la secuencia de aminodacidos es bastante parecida. Todos tienen 36 aminoacidos y
contienen varios residuos de tirosina. Su actividad bioldgica es dependiente de una
amidacion en el extremo C-terminal. Sin embargo, hay importantes diferencias

estructurales entre PYY y PP. El extremo N terminal de PYY es muy diferente del de PP,

permitiendo a PYY (y no a PP) pasar la barrera hematoencefalica. Ademas el PYY, a
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diferencia del PP, esta presente en dos formas, PYY(1:35) Y PYY(3:36). El PYY(3.36) €5 la
forma circulante predominante.

El PYY se secreta en todo el tracto gastrointestinal tras la ingesta, pero particularmente en
la porcion final. Practicamente no se secreta en el estomago, se secreta en mayor
proporcion en duodeno y yeyuno, aun mas en ileén y colon y en una gran proporcién en el
recto. Los niveles de PYY alcanzan una meseta a las 1-2 h post-ingesta. El pico de PYY
estd influenciado por el nimero de calorias y la composicion de la ingesta. Para un mismo
numero de calorias, los niveles de PYY son mas altos si la dieta es rica en grasa, que si
predominan los hidratos de carbono o las proteinas. Otros estimulos para el PYY son el
acido gastrico, la CCK y las sales biliares, aunque no la distension gastrica. El inicio de su
secrecion ocurre incluso antes de que los nutrientes hayan llegado a las partes mas distales
del tracto gastrointestinal donde el PYY se secreta en mayor propocién. Por este motivo se
cree que su secrecion puede depender de reflejos nerviosos, posiblemente a través del
nervio vago. Existen otros factores que influyen en los niveles de PYY. El IGF-1, la
bombesina, y el calcitonin-gene-related peptide aumentan los niveles de PYY, y son
disminuidos por el GLP-1 (59).

Son muchos los efectos conocidos del PYY a nivel del tracto gastrointestinal. La
administracion de PYY aumenta la absorcién de fluidos y electrolitos a nivel del ileon
después de una ingesta, y retrasa las secreciones gastrica y pancredtica, el vaciamiento de
la vesicula biliar y el vaciamiento gastrico. Cuando el PYY se administra de forma
periférica provoca una reduccion del gasto cardiaco acompafiado de vasoconstriccion. A
nivel renal, causa una disminucién de la tasa de filtracion glomerular, una reduccién en la
aldosterona y de la actividad renina plasmatica. Por otra parte provoca una reduccion de la

lipdlisis, secundaria a un efecto directo sobre el tejido adiposo (Tabla 3).
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Tabla 3: Efectos de PYY

ileon Estomago Pancreas Vesicula Rifion T.adiposo Cardiovascular SNC
exocrino biliar
absorcion secrecion y aldosterona gasto cardiaco T
Tde fluidos l vaciado l secrecion l vaciado l ARP, l lipdlisis saciedad
y FG vasoconstriccion

NOTA: ARP: actividad renina plasmatica, FG: filtrado glomerular, SNC: sistema nervioso central

La administraciéon de la forma PYY(3.36 endovenosa a dosis fisiologicas provoca en
voluntarios humanos sanos una reduccién de la ingesta calorica del 30% (71). Ademas, la
duracién de la ingesta y la sensacion subjetiva de hambre disminuye, sin una alteracion en
el vaciado gastrico. Este efecto persiste después de 2 h de haber terminado la perfusion, a
pesar de que la concentracion circulante de PYY3.36) haya vuelto a los valores basales.

En individuos obesos los niveles de PYY3.36) en ayunas son mas bajos que en sujetos
delgados y aumentan menos tras la ingesta. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con
la leptina, la obesidad no se asocia con una resistencia al PYY, dado que la infusion de
PYY 3.36) a individuos obesos provoca una reduccion en la ingesta del 30% al igual que en
los individuos con normopeso (72). Esto sugiere que la administracion de PYY 3.36) podria
ser un tratamiento efectivo para la obesidad. De hecho, la administracion cronica a ratones
produjo una disminucién de la ingesta a lo largo de todo el estudio y una disminucion del
peso (71).

El PP se produce mayoritariamente en el pancreas endocrino, especialmente en la porcion
duodenal, pero también se encuentra en el pancreas exocrino, colon y recto. La mayoria de
las células inmunoreactivas para PP (células PP) se encuentran en la periferia de los islotes
pancredticos. Al igual que el PY'Y, el principal estimulo para su liberacion es la ingesta, de
forma directamente proporcional al contenido calérico de la misma. La secrecion

postprandial de PP es bifasica: en respuesta a la primera comida del dia, hay una relativa
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pequefia primera-fase de liberacion de PP, pero la contribucion de esta primera fase
aumenta con las sucesivas comidas. Sin embargo, la secreciéon en conjunto para unas
mismas calorias no se modifica (73). Otros estimulos que también influyen sobre la
liberacion de PP son por ejemplo, la distension gastrica, el tono vagal, o la estimulacion
adrenérgica (ej. debida a ejercicio o por hipoglucemia). Las hormonas pancredticas y
gastrointestinales también pueden regular los niveles circulantes de PP. La ghrelina, la
motilina y la secretina estimulan la liberacion de PP, mientras que la somatostatina y sus
analogos reducen significativamente los niveles de PP. Estas fluctuaciones en los niveles
de PP se producen sobre unas variaciones circadianas en las que los niveles de PP
alcanzan su punto mas bajo a las 0200 h y su pico a las 2100 h (73).

En voluntarios sanos la perfusion de PP produjo una disminucién de la ingesta y este
efecto se prolongd durante las siguientes 24 h, produciendo una reduccién del 25% de la
ingesta acumulada durante estas 24 h (74). Sin embargo, las concentraciones de PP que se
alcanzaron durante esta perfusion de PP fueron 3 veces mayores que los niveles
postprandiales fisiolégicos de PP.

En el tracto gastrointestinal, el PP inhibe el vaciado géastrico, la secrecion pancreética
exocrina, y la motilidad de la vesicula biliar (75).

La secrecion de PP esta alterada en algunos sindromes que asocian transtornos en el
comportamiento alimentario (76-80). Se ha descrito una disminucién de la secrecidon
postprandial de PP en la obesidad moérbida (77), mientras que en la anorexia nerviosa los
niveles postprandiales son mayores que en sujetos sanos (78, 79). En individuos sanos, la
administracion de PP produjo una disminucién de la ingesta (80), por lo que se ha
propuesto al PP como una opcidn terapéutica en la obesidad (74).

El GLP-1 y la oxintomodulina (OXM) son productos del gen del preproglucagon, que se

expresa en las células del SNC y en las células L del intestino delgado y del pancreas.
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Estas células L pueden también coexpresar otros péptidos anorexigenos como el PYY 3.3
y la CCK. La OXM y el GLP-1 se secretan rapidamente después de la ingesta en
proporcidn al nimero de calorias ingeridas. Se conoce que ambas actian como sefiales de
saciedad, afectando tanto a la ingesta a corto plazo como posiblemente influenciando el
peso corporal a mas largo plazo. En humanos la administracién endovenosa de GLP-1
disminuye la ingesta y da sensacion de saciedad. Un reciente metandlisis sobre el efecto de
la infusion de GLP-1 demostré una media en la reduccidon caldrica del 11.7%. Esta
reduccion en las calorias es dosis dependiente, y ocurre tanto en individuos obesos como
con normopeso (81). En los individuos obesos el GLP-1 esta disminuido, y la pérdida de
peso normaliza sus niveles (82). Un GLP-1 bajo podria por tanto contribuir a la
patogénesis de la obesidad y, su substitucion, podria restaurar la saciedad. Sujetos obesos
que recibieron GLP-1 subcutaneo durante 5 dias justo antes de las comidas redujeron su
ingesta calorica en un 15% y perdieron 0,5 Kg de peso (83).

La OXM también tiene efectos anorexigenos en humanos. Una infusion de OXM a
individuos sanos con normopeso produjo una reduccion inmediata de la ingestion de
calorias del 19,3% y fue efectiva en reducir la ingesta hasta 12 h después de la infusion.
Parte de su efecto anorexigeno puede ser a través de la supresion de los niveles
plasmaticos de ghrelina. La administraciéon de OXM (a niveles suprafisiologicos) redujo la
ghrelina circulante en un 15-20% en ratones y un 44% en humanos (84). Es posible que la
liberacion postprandial de OXM pueda contribuir a la inhibicion fisiologica de la ghrelina
tras la ingesta. Sin embargo, los efectos a largo plazo de la OXM sobre el peso y las
concentraciones de OXM y sus efectos sobre la ingesta en individuos obesos no se
conocen aun.

Ademas de su efecto anorexigeno, el GLP-1 y la OXM también aumentan la secrecion

postprandial de insulina, inhiben la secrecidn acida gastrica y reducen la motilidad
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gastrica. La infusion de GLP-1 endovenosa es capaz de normalizar la glicemia en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de larga evolucion que no se controlan con
sulfonilureas (85). De hecho ya se ha comercializado en algunos paises un analogo de
GLP-1 para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 que reduce la hemoglobina
glicosilada Alc (HbAlc) y el peso en estos pacientes. También se va a comercializar un
inhibidor de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPPIV). Esta enzima corta los dos
residuos de aminodcidos del extremo N-terminal del GLP-1 inactivandolo, por lo que su
inhibidor prolonga la actividad biolégica del GLP-1.

La CCK también se secreta tras la ingesta, y aunque esta ampliamente distribuida en el
tracto gastrointestinal, su produccion se concentra mayoritariamente en el duodeno y el
yeyuno. La CCK estimula la secrecion pancredtica exocrina y la secrecion de bilis
contribuyendo a la digestion. Ademas, estimula la motilidad intestinal e inhibe el vaciado
gastrico (86). La CCK también produce sensacidon de saciedad y, su inyeccion bloquea el
efecto orexigeno de la ghrelina (87), aunque su corta vida media de 1-2 minutos le impide
ser efectiva para reducir el volumen de la ingesta si se administra mas de 15 minutos antes
de la comida (88). Por todo esto, la utilidad de la CKK como un potencial tratamiento
antiobesidad es aun dudosa.

3.2.1.4. La ghrelina como seifial de hambre

La ghrelina es la primera hormona periférica conocida con efecto orexigeno. Actla
estimulando las neuronas productoras de NPY/AGRP del nucleo arcuato. Se trata de un
péptido de 28 aminoécidos (89) secretado en su mayoria por las células oxinticas del
estobmago y, en menos proporcidon en el intestino, pancreas, rifidn, placenta, hipofisis e

hipotalamo (90-94). Es el primer péptido natural acilado (Figura 7).
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Figura 7: Estructura de la ghrelina. Van der Lely et al. Endocr Rev 2004; 25: 426-457.

Tiene un grupo n-octanoil (dcido graso de 8 carbonos unido covalentemente) a nivel de la
serina 3, que es esencial para su bioactividad ya que le permite cruzar la barrera
hematoencefalica y unirse a su receptor especifico (GHS1a: receptor de los secretagogos
sintéticos de la GH (GHS) subtipo 1a). Concretamente, el centro activo necesario para la
activacidn del receptor es la secuencia Gly-Ser-Ser(n-octanoyl)-Phe. Existe una variante,
la Des-GIn 14-ghrelina que tiene la misma acilacién en la serina 3 y es homdloga a la
ghrelina excepto por que le falta una glutamina. Es el resultado de un ensamblaje
alternativo (alternative splicing) del gen de la ghrelina y tiene la misma actividad que ella
(95). No obstante, el 75 % de la ghrelina circula en forma no acilada. Al principio se creia
que era una forma inactiva pero hoy en dia se le conocen otras funciones no endocrinas
tales como cardiovasculares y antiproliferativas. Probablemente estas funciones se realicen

uniéndose a otros subtipos de receptores diferentes a GHS1a. (96, 97) (Figura 8).
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Figura 8: Actividades biolégicas conocidas de la ghrelina. Algunos de los efectos
mostrados se cree que son mediados a través de hormonas hipofisarias o circuitos
hipotalamicos; otros como los efectos sobre el sistema cardiovascular, parecen ser
directos. Modificado de :Van der Lely et al. Endocr Rev 2004; 25: 426-457.
Abreviaciones: hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL), corticotropina (ACTH),
desmopresina (ADH).

Se conocen dos subtipos del receptor GHS, el 1a y el 1b. El GHS1a se encuentra en las
neuronas del nticleo arcuato (drea crucial en la regulacion del apetito); en la adenohipofisis
(especialmente en las células somatotropas), en areas del sistema nervioso central
extrahipotaldmicas y érganos como estdmago, intestino, pancreas, rifidn, corazén y aorta.
También se ha identificado en diferentes tumores pituitarios, de mama, pulmon, estdmago
y pancreas. (98-101). El subtipo GHS1b no se activa mediante los secretagogos sintéticos
de GH (99). Esta distribucion de los receptores ayuda a explicar no sélo el efecto de los
GHS y de la ghrelina en la liberacion de GH siné también en otras actividades bioldgicas

endocrinas y no endocrinas, algunas de ellas relacionadas con la regulacion del balance

energético.
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En humanos, en situaciéon de balance energético positivo (obesidad, postingesta) las
concentraciones de ghrelina estan disminuidas (98,102-107).

En sujetos sanos, la secrecion de ghrelina sigue un ritmo circadiano mostrando un
incremento antes de cada comida y una disminucion de las concentraciones tras la ingesta.
A este incremento preprandial se le ha atribuido el papel de sefial para iniciar la ingesta
(108). El efecto supresor de la ingesta no parece mediado por el aumento de insulinemia
postprandial, ya que la reproduccion del aumento de insulinemia postprandial mediante la
infusion subcutanea de insulina no modifica las concentraciones de ghrelina (107). Esta
supresion postprandial, por tanto, parece mas bien mediada por el efecto local de los
nutrientes a su paso por el intestino. Durante la noche, la secrecion de ghrelina presenta un
aumento maximo a las dos horas de la madrugada (105).

En pacientes obesos, la ghrelina no disminuye después de la ingesta (109) tal como ocurre
en sujetos sanos. No se sabe si es porque las concentraciones ya estan tan bajas que no
pueden disminuir mds, o bien porque existe una disfuncién postprandial de la secrecidon de
esta hormona que impide que sus concentraciones disminuyan, contribuyendo por tanto a
la falta de saciedad postprandial. Por el contrario, la pérdida de peso con dieta aumenta las
concentraciones de ghrelina, especulandose que esta hormona podria ser la causante de la
recuperacion del peso a largo plazo (104, 110). La pérdida de peso utilizando la banda
gastrica ajustable también produce, segin algunos trabajos, aumento de las
concentraciones de ghrelina (111, 112) y, segun otros, no (113). En cambio, tras el by-pass
gastrico, en la mayoria de estudios, las concentraciones de ghrelina persisten bajas y sin
ritmo circadiano, contribuyendo a la sensacion de saciedad y a reducir voluntariamente el
aporte de alimentos hipercaloricos (104, 114, 115). Sin embargo, en un estudio reciente se
ha podido observar que las concentraciones de ghrelina aumentan a los 6 y 12 meses tras

la cirugia y ademas lo hacen de manera igual en el grupo intervenido y en el grupo control
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que solo fue tratado con dieta (116). Otros autores argumentan que el efecto del by-pass
gastrico sobre las concentraciones de ghrelina depende del estado dindmico de la pérdida
de peso. Asi, mientras los pacientes estdn en fase de pérdida de peso, las concentraciones
de ghrelina aumentan respecto a las concentraciones basales, en cambio, en aquellos en
que el peso ya se ha estabilizado, las concentraciones de ghrelina son parecidas a las
previas (117). Estas observaciones podrian explicar las discrepancias entre los dos
estudios mencionados.

En situaciones de balance energético negativo (ayuno, anorexia nerviosa, bulimia, cancer
0 caquexia cardiaca) las concentraciones de ghrelina estan elevadas como intento de
preservacion del estado catabolico (104, 108, 118-123). En la anorexia nerviosa, las
concentraciones de ghrelina estan altas y no disminuyen tras la ingesta (124). Cuando los
pacientes recuperan parcialmente el peso, las concentraciones descienden y vuelven a la
normalidad. Se ha sugerido que en la anorexia nerviosa puede haber un cierto grado de
resistencia a la ghrelina que justificaria el hecho de que a pesar de tener las
concentraciones elevadas no tienen apetito (125). En la bulimia, las concentraciones
pueden oscilar en funcidn de los episodios de atracones y de fases purgativas, de forma
que los pacientes con bulimia de tipo purgativo tienen concentraciones mas elevadas de
ghrelina que aquellos con bulimia de tipo no purgativo y que individuos sanos, a pesar de
tener parametros nutricionales similares. Ademads, tanto para la anorexia como para la
bulimia, en aquellos pacientes que alternan atracones con fases purgativas existe una
correlacion entre las concentraciones de ghrelina y la frecuencia de estos episodios (126).
Finalmente, aunque un estudio inicial apuntaba a que las concentraciones de ghrelina eran
iguales en ambos sexos, estudios mds recientes muestran que estan mas elevadas en

mujeres, especialmente en la fase folicular del ciclo menstrual (127).
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3.3. NEUROPEPTIDOS HIPOTALAMICOS Y REGULACION DEL APETITO EN
EL SINDROME DE PRADER-WILLI: POSIBLES ALTERACIONES

3.3.1. Alteraciones en el sistema nervioso central

Se han llevado a cabo multiples estudios para investigar cudles son las posibles
alteraciones en el hipotdlamo que conllevan la hiperfagia en el SPW. En estudios post
moértem, no se ha podido comprobar ninguna alteracion en las neuronas NPY/AGRP y
POMC/CART (128). En cambio, se ha podido observar una reduccion del nimero total de
neuronas (38%) y, concretamente, de las que producen oxitocina (42%), en el nucleo
PVN, mientras que el nimero de neuronas que fabrican vasopresina se mantiene constante
(20, 21). Otro estudio piloto no cuantitativo ha demostrado, en pacientes con SPW, una
produccion normal de péptido orexigeno MCH (melanin concentrating hormone) por parte
del LHA, el area perifornical y la zona incierta del hipotalamo (129). Por otra parte, en el
hipotdlamo anterior y medial se encuentra una gran cantidad de receptores A del acido
gammaaminobutirico (GABA). En el SPW se han descrito valores plasmaticos elevados
de GABA en comparacion con sujetos control de la misma edad y peso corporal (130).
Los genes que codifican para las subunidades beta-3, alfa-5 y gamma-3 del receptor
GABA-A se localizan en el brazo largo del comosoma 15, que estd deleccionado o no
expresado en la mayoria de pacientes con SPW. Seria légico pensar que estos pacientes
podrian tener una alteracion en los receptores GABA-A hipotaldmicos que produjera una
elevacion de los niveles plasmaticos de GABA relacionada con la falta de saciedad (130,

131).
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3.3.2. Alteraciones a nivel periférico

Leptina

Hasta ahora no hay evidencia de que los pacientes con SPW tengan un déficit de leptina.
Los niveles de leptina en 13 mujeres con SPW fueron superiores a los de un grupo de
mujeres control, pero iguales después de ajustarlos por contenido de tejido adiposo y edad.
Por tanto, no parece que un defecto en la produccioén de leptina sea el responsable de la
hiperfagia y la obesidad en estos pacientes (132).

Insulina

La insulina, tal y como se ha mencionado anteriormente, puede actuar en el SNC
produciendo saciedad. En el SPW existe una cierta hipoinsulinemia en relaciéon con el
grado de adiposidad que, aunque no esté comprobado, podria hipotéticamente contribuir a
la falta de saciedad. La distribucion de la grasa caracteristica del SPW, con mayor
disposicion en el tejido subcutdneo que en el tejido visceral, podria explicar la relativa
sensibilidad a la insulina de los pacientes con SPW, en comparacion con sujetos obesos sin
SPW (132).

PYY

Recientemente, se ha intentado evaluar el posible efecto del PYY en la falta de saciedad
de los pacientes con SPW. Hasta el momento, existen 3 estudios al respecto. En uno de
ellos se observan valores en ayunas de PYY disminuidos en nifios (133). Los otros dos
estudios, realizados por un mismo grupo y en sujetos adultos, refieren valores basales y
postprandiales normales de PYY y, una ausencia de relacion con los valores de ghrelina
(134,135). Por tanto, la informacion sobre los niveles de PYY en pacientes adultos con

SPW es atn insuficiente.
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PP

En individuos con SPW, los valores basales estan disminuidos, asi como la respuesta
postprandial (35, 36, 76), con lo que esta alteracion podria contribuir a explicar la
hiperfagia de este sindrome. A diferencia de lo que ocurre en individuos sanos (74), la
infusion aguda de PP a altas dosis en pacientes con SPW no consigui6 disminuir la ingesta
(136). No obstante, los mismos autores repitieron el estudio utilizando dosis de PP mas
fisiologicas y repetidas durante dos dias, y consiguieron, de esta manera, una disminucion
marcada de la ingesta s6lo en las mujeres con SPW (80). En resumen, se puede afirmar
que esta alteracion, por si sola, no explica la falta de saciedad de estos pacientes.

GLP-1

Hasta el momento existe un unico estudio que ha evaluado los valores plasmaticos basales
de GLP-1 en el SPW, habiendo resultado éstos normales (137). No existen trabajos que
hayan evaluado este mismo péptido en estado postprandial en el SPW.

Oxintomodulina

Tampoco existen estudios que hayan evaluado los valores de OXM en el SPW.

CCK

En el SPW, la aparicion de sensacion de saciedad es considerablemente mas lenta y, por
tanto, seria logico pensar que pudiera existir una alteraciéon en la liberacion de CCK.
Existen pocos estudios al respecto y con resultados dispares. Varios de ellos observan que
los valores basales de CCK en individuos con SPW son normales (36, 138, 139). En
situacion postprandial, mientras que un estudio refiere una elevada secrecion de CCK
como respuesta a una comida mixta (36), otro refiere una falta de correlacién positiva
entre los valores de dcidos grasos libres en plasma y los de CCK después de la ingesta de
una comida rica en grasas (139). Por tanto, se requieren mas estudios para aclarar este

aspecto.
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Ghrelina

El SPW es el unico modelo de obesidad que cursa con valores elevados de ghrelina (134,
140-143), que podrian contribuir a explicar la falta de saciedad presente en este sindrome.
Ademas, en varios estudios se ha demostrado una disminucion de los valores de ghrelina
después de la ingesta (135, 142, 144). Existe un unico estudio en que se observo una
ausencia de supresion de los valores de ghrelina después de una comida, pero el estudio es
incompleto, ya que se determinaron solo los valores de ghrelina inmediatamente después
de la ingesta, lo que podria explicar la ausencia de supresion al no haber explorado la
secrecion de ghrelina en un periodo mas tardio (141).

De todas maneras, parece que la ghrelina no es el Unico causante de la falta de saciedad en
este sindrome, ya que tras el bloqueo de la secrecion de ghrelina con una infusidon
endovenosa de somatostatina, los pacientes con SPW siguen presentando mas hiperfagia
que el grupo control (134). En este mismo estudio, los valores del péptido anorexigeno
PYY disminuyeron después de la administracion de somatostatina, por lo que la

disminucion de este péptido que produce saciedad podria haber confundido los resultados.

34. EL ADIPOCITO Y LA ADIPONECTINA: UN DIALOGO ENTRE LA
HOMEOSTASIS ENERGETICA, LA INFLAMACION Y LA
ARTERIOSCLEROSIS

El adipocito es una célula peculiar en muchos aspectos. Almacena el exceso de energia en
forma de lipidos y es, por tanto, capaz de cambiar su tamafio en concordancia con los
cambios metabdlicos. Esta habilidad, da al tejido adiposo una capacidad ilimitada para
crecer, siendo el Unico tejido del organismo capaz de aumentar de forma tan dréstica su
tamafio sin una transfomacién del fenotipo celular. El adipocito es un participante activo

en la homeostasis energética; por una parte, es capaz de recibir sefiales procedentes del
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SNC, y por otra, emitir una serie de sefiales que actuaran, entre otros lugares a nivel del
SNC. Estas sefiales se conocen como adipocitocinas y son ademds de la leptina, de la que
ya se ha comentado su papel en el metabolismo: la adiponectina y la resistina, que también
intervienen en la homeostasis energética; el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
interleucina 6 (IL-6), moléculas reguladoras del sistema inmunitario; coldgeno tipo IV,
componente de la matriz extracelular; lipoproteina lipasa (LPL), que interviene en el
metabolismo de las lipoproteinas; la al glicoproteina acida, el amiloide sérico A3, la
pentraxina PTX-3 y la proteina 24p3, moléculas reguladoras de la respuesta de fase aguda;
y el factor de crecimiento endotelial vascular y la monobutirina, como reguladores de los
vasos; y por ultimo la proteina estimuladora de la acilacion (ASP: acylation stimulation
protein), derivada del factor del complemento C3a, el factor B, y la adipsina, también
fabricados por los adipocitos, que intervienen en la regulacion de la lipogénesis/lipdlisis
(145).

En la obesidad, coexiste el hecho de un mayor nimero de adipocitos y el de su mayor
tamafio. Estos adipocitos grandes tienen un perfil secretor y una homeostasis celular
alterada en comparacion con los adipocitos de menor tamafio. Se cree que el aumento del
porcentaje de estos adipocitos grandes en la obesidad pueda contribuir, en parte, a algunos
de los problemas asociados a la misma (146).

3.4.1. Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 30-KDa con niveles circulantes aproximadamente de
dos a tres veces superiores en mujeres que en hombres. Su estructura molecular tiene
cierta similitud con el factor del complemento Clg En el suero podemos encontrar la
adiponectina en formas de bajo peso molecular, formando dimeros de trimeros o bien
como formas de alto peso molecular, que consisten en moléculas de hasta seis trimeros.

Existe una tercera forma conocida como trimero globular, consecuencia de una rotura de
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la molécula en su extremo amino terminal. No se sabe con exactitud si es un intermediario
fisioldgico pero tiene una actividad farmacoldgica muy potente (147-150). Al contrario de
lo que ocurre con la leptina, los niveles de adiponectina son inversamente proporcionales
al IMC, siendo por ello bajos en individuos obesos, y elevados en caso de disminucién de
peso (151, 152).

Los niveles de adiponectina también estan disminuidos en diversas situaciones que forman
parte del sindrome metabolico la diabetes tipo 2, la obesidad de predominio abdominal, la
hiperlipidemia y los niveles bajos de HDL (153).

Existe una creciente evidencia de que la adiponectina estd involucrada tanto en el
metabolismo de los lipidos como de los hidratos de carbono. Ademas, la adiponectina
parece tener acciones directas e indirectas que podrian ser consideradas como protectoras
de la enfermedad cardiovascular (154, 155). Se ha sugerido que los niveles bajos de
adiponectina observados en individuos obesos (151) estan involucrados en el desarrollo de
arteriosclerosis y enfermedad cardiovascular (156, 157). Por una parte, hay estudios que
demuestran que la adiponectina tiene acciones directas sobre el endotelio vascular
actuando de protector frente a la enfermedad cardiovascular (158, 159) y, por otra parte,
el ratdn knockout para adiponectina tiene un aumento de la respuesta inflamatoria frente
al dafio vascular (160). También, la administracion de adiponectina previene la
arteriosclerosis en el raton apoE-deficiente (modelo de hiperlipemia que desarrolla
arteriosclerosis precoz) (161, 162).

Con respecto a los lipidos, las concentraciones de adiponectina se correlacionan
negativamente con las concentraciones de triglicéridos y positivamente con las
concentraciones de HDL (163, 164).

Los niveles de adiponectina se correlacionan positivamente con la sensibilidad a la

insulina medida por diferentes métodos: insulina en ayunas, homeostatic model assessment
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(HOMA), clamp euglicémico-hiperinsulinémico o test de tolerancia endovenosa a la
glucosa (163-166). La administraciéon de adiponectina disminuye los niveles de glucosa
sin estimular la secrecion de insulina tanto en ratones sanos como diabéticos (167).
Produce una disminucién de la produccion hepatica de glucosa de forma directa (168), y
ademds aumenta la inhibicion de la produccidon hepatica de glucosa por los hepatocitos
inducida por la insulina (169). Por otra parte, se asocia con una disminucion del depoésito
de triglicéridos en el higado y en musculo esquelético, y con un incremento de la
oxidacién de lipidos en el musculo (169). Estos son algunos de los mecanismos propuestos
por los que la adiponectina puede disminuir la resistencia a la insulina.

3.4.2. Inflamacion

Es conocido que la obesidad se asocia a un aumento de la activacion de la respuesta
inflamatoria innata. Algunos de los mediadores de inflamacion son producidos también en
los adipocitos como el TNF-a y la IL-6. Otros en cambio, como la proteina C reactiva
(PCR) o la IL-18, no los produce el adipocito.

El TNF-a es una citocina proinflamatoria que ha sido implicada en la patogénesis de la
resistencia a la insulina. Se expresa como una proteina de transmembrana de la superficie
celular de 26-kDa que tras una ruptura se convierte en una proteina soluble y
bioldgicamente activa de 17-kDa (170). Se ha observado un aumento de la produccion de
TNF-a por el tejido adiposo, en modelos de animales obesos y con resistencia a la
insulina, y también en humanos (171). Los niveles de acido ribonucleico mensajero
(RNA-m) de TNF-a en el tejido adiposo se correlacionan con el IMC, el porcentaje de
grasa y la hiperinsulinemia (172). La pérdida de peso disminuye el TNF-a (172). Se han
propuesto varios mecanismos que expliquen el efecto del TNF-a en la resistencia a la
insulina ligada a la obesidad. Por una parte, el TNF-o. provoca un aumento de la sintesis

de acidos grasos libres en los adipocitos y una desensibilizacion a la accion de la insulina
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en los mismos (173, 174). Por otra, tanto el TNF-a como por la IL-6 provocan una
disminucioén de la sintesis de adiponectina (174).

La IL-6 es otra citocina proinflamatoria que también se ha asociado a la resistencia a la
insulina. Se secreta por muchos tipos celulares ademas de los adipocitos, como las células
del sistema inmune, los fibroblastos, las células endoteliales, y las fibras del musculo
esquelético. Circula como una proteina glicosilada de entre 22 a 27-kDa (175). La
asociacion entre la IL-6 y la insulinoresistencia se basa en estudios epidemioldgicos y
genéticos. Los niveles plasmaticos de IL-6 se correlacionan positivamente con la obesidad
y la resistencia a la insulina en humanos (176, 177). Niveles altos de IL-6 predicen el
desarrollo de diabetes tipo 2 (178) y de infarto de miocardio (179, 180). La pérdida de
peso disminuye de forma significativa los niveles de IL-6 tanto en el tejido adiposo como
en el suero (181). Estudios genéticos han demostrado que existe un alto grado de
correlacidn entre la resistencia a la insulina y el polimorfismo -174 G/C del gen de la IL-6
(182). Al igual que ocurre con el TNF-a, la IL-6 aumenta los acidos grasos libres
circulantes producidos por el tejido adiposo (con el consiguiente efecto adverso sobre la
sensibilidad a la insulina) y disminuye los niveles de adiponectina (174).

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina de 118-KDa de peso molecular y compuesta
de 5 subunidades globulares idénticas (183). Se sintetiza en el higado, y se encuentra
habitualmente en humanos a concentraciones plasmaticas inferiores a 3 mg/L. Sus niveles
aumentan durante estados inflamatorios como por ejemplo la atritis reumatoide y la
enfermedad vascular periférica o cardiovascular. En tan s6lo 24 a 48 horas tras haber
ocurrido un dafio tisular, la produccién de PCR aumenta de forma espectacular llegando a
ser 1000 veces superior al nivel basal y continua elevada durante varios dias (183-185). Se
considera que los valores de PCR elevados son un factor predictivo para enfermedades

cardiovasculares, y complementa a los factores de riesgo tradicionales como la obesidad,
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el habito tabaquico, la diabetes mellitus, la hipercolesterolemia, la hipertrigliceridemia y la
hipertension arterial tanto en hombres como en mujeres de la poblacion general (186-189).
Existe una correlacion positiva entre el IMC y los niveles de PCR. La pérdida de peso se
asocia con una disminucion en los niveles de PCR (190-192). Estudios en gemelos han
demostrado que los factores genéticos son responsables de hasta el 40% de las variaciones
de la PCR en plasma (193). Ademas, los niveles de PCR también varian en funcién de los
diferentes polimorfismos en el promotor del gen de la PCR (194).

El sistema del complemento consiste en un conjunto de aproximadamente 30 proteinas
plasmaticas y proteinas unidas a membrana (receptores y reguladores) que tienen la
funcién de destruir elementos extrafios que puedan entrar en nuestro organismo. El sistema
tiene la capacidad unica de discriminar entre estructuras propias y no propias (195-197).
Aunque el complemento es una linea de defensa importante contra organismos patdgenos,
su activacion de forma inapropiada puede dafiar las células del huésped (198). El principal
evento en la activacidon de la cascada del complemento es la activacién enzimatica del
factor C3 en C3a y C3b. Los mecanismos por los cuales el complemento es activado no se
conocen con precision. Al igual que con los anteriores marcadores de inflamacidon
descritos hasta ahora, niveles elevados de C3 se han asociado con un mayor riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares como infarto de miocardio o de padecer
hipertension arterial (199-201).

La IL-18 es una potente citocina proinflamatoria compuesta por una Unica cadena
peptidica de 18-KDa (202). Induce la produccion de interferon-y en las células
mononucleares sanguineas, y aumenta la toxicidad celular de las células NK (natural
killer) (203). Se trata de una citocina con efectos pleiotropicos que actiia aumentando tanto
la inmunidad innata como la adquirida (204). Ademés de actuar como una citocina

proinflamatoria, induciendo la expresion de moléculas de adhesion, la IL-18 es capaz de
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estimular la produccion del factor estimulador de colonias por parte de los granulocitos y
los macrofagos. También estimula la produccion de TNF-a y de sintetasa inducible por
oxido nitrico por parte de las células mononucleares y mesenquimales (204). La IL-18 se
ha detectado en placas vasculares arterioscleroticas y estd probablemente implicada en la
aterogénesis (205). Por otra parte, recientemente se ha observado una asociacion entre los
niveles altos de IL-18 y la presencia de obesidad abdominal (206). Por altimo, se han
encontrado niveles mas altos de IL-18 en pacientes con enfermedad coronaria y diabetes
mellitus tipo 2, y se considera un predictor de muerte por enfermedad cardiovascular (207,
208). También se han descrito niveles de IL-18 mas altos en mujeres con sindrome de
ovario poliquistico, que a su vez estdn asociados con diversos indices de adiposidad
visceral y global, y con resistencia a la insulina (209).

3.4.3. Adiponectina e inflamacion en el SPW

Existen dos estudios que investigaron acerca de las concentraciones de adiponectina en el
SPW. En uno se encontraron niveles mas bajos de adiponectina en este sindrome respecto
a los controles (210), y en el otro realizado en nifios con SPW no obesos, se encontraron
niveles mas altos de adiponectina y éstos aumentaban aun més cuando eran tratados con
hormona de crecimiento (211). Respecto a la PCR, en el SPW se han publicado cuatro
trabajos. En dos de ellos, los pacientes obesos con SPW presentaron niveles mas altos de
PCR que los individuos obesos sin SPW (212) y que los sanos (213). En el tercer estudio,
no se observaron diferencias en los niveles de PCR entre los pacientes obesos con y sin
SPW (214) y, en el cuarto, los pacientes con SPW mostraron niveles mas altos de PCR y

de IL-6 comparado con un grupo control y dismiuian tras el tratamiento con GH (215).
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Como resumen, en el SPW:

1-La informacién sobre algunos péptidos involucrados en la regulacion del apetito
(ghrelina, PY'Y, adiponectina) y su relacion con la ingesta es insuficiente

2-No existen trabajos publicados en los que se haya estudiado C3, IL-18 o TNF-a en
ayunas

3-Tampoco existen trabajos publicados en que se haya estudiado algun pardmetro
inflamatorio en situacién postprandial, entre ellos C3, IL-6, IL-18, TNF-a, PCR, y
adiponectina.

Por todo ello, nos propusimos investigar todos estos factores en situacion de ayunas y en

estado postprandial, en este sindrome.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO

1. Estudio de la ghrelina y peptido YY en pacientes adultos con sindrome de
Prader-Willi tanto en ayunas como en periodo postprandial y su comparacion

con sujetos sanos obesos y con normopeso:

Los pacientes con sindrome de Prader-Willi se caracterizan, entre otras cosas, por
una hiperfagia exagerada y falta de saciedad. Dado que la ghrelina es un péptido
que estimula la ingesta y el péptido YY produce saciedad, es de esperar que en

estos pacientes la ghrelina se encuentre elevada y el péptido YY disminuido.

2. Estudio de diversos conocidos factores de riesgo cardiovascular (adiponectina
y citocinas inflamatorias: PCR, C3, TNF-a, IL-6, IL-18) en pacientes obesos
con y sin sindrome de Prader-Willi y su comparacion con sujetos sanos, tanto

en ayunas como en estado postprandial:

La obesidad se acompafia de un aumento del riesgo cardiovascular por varios
factores. Entre ellos, se encuentran los niveles bajos de adiponectina y elevados de
citocinas inflamatorias. Dado que la obesidad que presentan los pacientes con
sindrome de Prader-Willi es antropométricamente diferente a la obesidad comun,

es posible que estos dos factores de riesgo vascular también muestren diferencias.
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5. OBJETIVOS CONCRETOS

Estudiar las concentraciones de ghrelina, péptido Y'Y, adiponectina y diversas citocinas
(IL-6, IL-18, C3, PCR y TNF-a), en pacientes obesos con SPW y compararlo con sujetos
obesos apareados por edad, sexo e IMC, y con sujetos sanos con normopeso apareados por

edad y sexo, tanto en ayunas como tras la ingesta.
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6. RESUTADOS

6.1. ESTUDIO 1: La menor supresion de los niveles postprandiales de ghrelina en el
Sindrome de Prader-Willi se asocia a unos niveles de péptido YY en ayunas
disminuidos y a una respuesta postprandial truncada

En dicho estudio, participaron 7 pacientes adultos con SPW, 16 sujetos obesos con igual
edad, sexo e IMC, y 42 sujetos con normopeso de igual edad y sexo. Sélo 7 de cada grupo
participaron en el estudio postprandial.

A todos ellos se les determinaron medidas antropométricas y de la composicion corporal
mediante impedanciometria bioeléctrica.

Se les realizé una extraccidn de sangre en ayunas y tras la ingesta de una comida liquida
estandar con un total de 750 Kcal (53,2% carbohidratos, 30% grasas, 16,7% proteinas).
Las extracciones tras la ingesta se realizaron cada 15 minutos durante la primera hora y
posteriormente cada 30 minutos hasta un total de 6 horas.

En cada muestra de sangre se determinaron: glucosa, insulina, ghrelina y PYY. El IGF-1
solo se determino en ayunas.

Resultados principales:

1. Estudio en ayunas

Los niveles de IGF-1 fueron inferiores en los pacientes con SPW que en los sujetos con
normopeso (Tabla 1 y Tabla 2). Los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas fueron
similares en los 3 grupos. Los niveles séricos de insulina en ayunas y el indice HOMA
fueron superiores en los sujetos obesos respecto a los pacientes con SPW y a los sujetos
con normopeso (Tabla 1). Los niveles de ghrelina en ayunas fueron superiores en los
pacientes con SPW que en los otros dos grupos, y los sujetos obesos mostraron niveles de

ghrelina mas bajos que los sujetos con normopeso (Tabla 1). Los niveles de PYY en
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ayunas fueron mas bajos en los pacientes con SPW que en los sujetos con normopeso pero
similares a los de los sujetos obesos (Tabla 1 y Tabla 2).

Tabla 1. Caracateristicas antropométricas y bioquimicas de los participantes.

SPW (n=7) Obesos (n=16) Normopeso (n=42)

Sexo (H/M) 6/1 10/6 34/8
Edad (afios) 24.3+£2.5 26.4+1.1 22.4+1.6
IMC (Kg/mz) 41.61+4.6* 40.1+4.3* 20.2+1.4
Masa grasa (%) 42.7+2.6* 41.6+2.8* 13.7+1.3
IGF-1 (nmol/L) 11.5+£2.47 19.842.4 26.71+0.6
Glucosa (mmol/L) 5.16+0.24 5.26%0.10 5.03+0.13
Insulina (pmol/L) 57.949.2 79.9+6.819 31.8£1.6
Homa-IR (mMmU/L)  1.8440.60 3.5840.2419 1.7240.12
Ghrelina (pmol/L) 236.5+49.51  132.849.91q 182.5+13.4
PYY (pmol/L) 53.2+6.5¢ 69.315.4 84.6+3.9

NOTA: Los resultados estan expresados como la media =+ error tipico de la media.
*P=0.001y 1 P<0.05 vs. sujetos con normopeso, § P< 0.05 vs PWS
IMC: indice de masa corporal . HOMA-IR: homeostatic model assessment index (mM

mU/L).
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Tabla 2. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los participantes en el estudio

postprandial
SPW (n=7) Obesos (n=7) Normopeso (n=7)

Sexo (H/M) 6/1 6/1 6/1
Edad (afios) 24.342.5 25.0£1.5 24.1+2.6
IMC (Kg/m?) 41.614.6* 41.143.1* 21.5¢1.1
Masa grasa (%) 42.742.6* 40.443.8* 12.3+1.4
IGF-1 (nmol/L) 11.5£2.4% 17.24£3.0 25.0£2.6
Glucosa (mmol/L) 5.16+0.24 4.61+0.27 5.13+0.34
Insulina (pmol/L) 57.949.2 58.9+10.4 38.6£5.6
Homa-IR (mMmU/L) 1.84+0.60 1.67+0.29 1.2240.17
Ghrelina (pmol/L) 236.5+49.5  148.8%16.6 184.5£30.6
PYY (pmol/L) 53.246.5F 72.617.4 80.1+4.2

NOTA: Los resultados estan expresados como la media =+ error tipico de la media.

* P=0.001 y ¥ P<0.05 vs. sujetos con normopeso.

IMC: indice de masa corporal. HOMA-IR: homeostatic model assessment index (mM
mU/L).

2. Estudio postprandial

2.1 Niveles de glucosa e insulina. El 4rea bajo la curva para glucosa (AUC) fue similar en

los tres grupos. Sin embargo, el AUC para insulina en los pacientes con SPW y en los

sujetos obesos fueron superiores que en los sujetos con normopeso (Tabla 3)
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Tabla 3. Area bajo la curva postprandial tras 6 horas (6-h-AUC) de glucosa, insulina y

ghrelina en pacientes con SPW, sujetos obesos y con normopeso.

6-h-AUC SPW (n=7) Obesos (n=7) Normopeso (n=7)

Glucosa (mmol/L x min) 2057.6£177.0 1888.8494.2 1836.3+88.6

Insulina (nmol/L x min) ~ 203.1+£18.9*% 276.2+110.1* 95.1£17.3
Ghrelina (nmol/L x min)  65.6+6.97 43.744.2 51.5+6.5
PYY (nmol/mL x min) 21.4+1.4*% 29.1£2.7 31.1£1.9

NOTA: Los resultados estan expresados como la media * error tipico de la media.

* P<0.05 vs. sujetos con normopeso, T P<0.05 vs. sujetos obesos

2.2. Niveles de ghrelina. En los tres grupos la grhelina descendio tras la ingesta (Figura 1).

Comparando los tres grupos, los pacientes con SPW mostraron un menor descenso de la
ghrelina y, por tanto, el AUC de ghrelina fue superior que la de los sujetos obesos (Tabla
3). Los sujetos obesos y con normopeso mostraron un descenso de la ghrelina y un AUC

de ghrelina similares (Tabla 3).

2.3. Niveles de PYY. Observamos una respuesta del PYY truncada en los pacientes con

SPW tras la ingesta. En los otros dos grupos, observamos un pico de PYY a los 60
minutos (Figura 2). E1 AUC de PYY fue menor en los pacientes con SPW que en los otros

dos grupos (Tabla 3)
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Figura 1. Niveles postprandiales de ghrelina en pacientes con SPW (@), sujetos obesos

(A) y sujetos con normopeso (H).
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NOTA: * P<0.05 pacientes con SPW vs. sujetos con normopeso, § P<0.05 pacientes con

SPW vs. sujetos obesos.

Figura 2. Niveles postprandiales de PYY en pacientes con SPW (@), sujetos obesos (A) y
sujetos con normopeso (M). * P<0.05 pacientes con PWS vs. sujetos con normopeso,

P<0.05 pacientes con PWS patients vs. sujetos obesos.
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NOTA: * P<0.05 pacientes con SPW vs. sujetos con normopeso, § P<0.05 pacientes con
SPW vs. sujetos obesos.

2.4. Correlaciones. En los tres grupos, los niveles de PYY en ayunas correlacionaron

negativamente con los niveles de ghrelina en ayunas (Figura 3a) y con el AUC de ghrelina
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(Figura 3b). El AUC de ghrelina y el AUC de PYY mostraron una tendencia a una
correlacion negativa (R=-0,377, P=0,092). En pacientes con SPW, el descenso de ghrelina
postprandial mostrd una correlacion negativa con el incremento de PYY en el minuto 60
(Figura 4a) y en el minuto 120 (Figura 4b). En el andlisis de regresion multiple paso a

paso, los niveles de PYY en ayunas fueron predictores del AUC de ghrelina (Tabla 4).

Figura 3. Correlaciones entre niveles en ayunas de PYY y niveles de ghrelina en ayunas

(a) y AUC de ghrelina (b) en los tres grupos juntos.
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Figura 4. Correlaciones entre el descenso postprandial de ghrelina y el incremento

postprandial de PYY en los minutos 60 (a) y 120 (b) en los pacientes con SPW.
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Tabla 4. Analisis de regresion multiple paso a paso con todos los pacientes (2 modelos

diferentes).

Variables Modelo 1 Modelo 2
Dependiente Ghrelina 6-h-AUC  Ghrelina-6h-p-AUC
Independiente Insulina 6-h-AUC  Insulina en ayunas

Glucosa 6-h-AUC  Glucosa en ayunas
PYY 6-h-AUC PYY en ayunas

Entrados en el modelo Ninguna PYY en ayunas*

NOTA: * 3=-0.464, P=0.034, 6-h-AUC: AUC postprandial de 6 horas
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6.2. ESTUDIO 2. Los niveles postprandiales de adiponectina no parece que

contribuyan a la patogénesis de la obesidad en el Sindrome de Prader-Willi

La metodologia de este estudio fue similiar a la del estudio 1, puesto que se analizaron las
muestras extraidas en el estudio 1. En cada muestra se determinaron ademas los niveles de
adiponectina y triglicéridos.

Resultados principales:

1. Estudio en ayunas. Las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los

participantes se muestran en la Tabla 1.

Los niveles de adiponectina fueron inferiores en los pacientes con SPW respecto a los
sujetos con normopeso, pero superiores a los de los sujetos obesos. Los sujetos obesos
mostraron niveles de adiponectina inferiores a los de los sujetos con normopeso.

Los niveles de insulina y el indice HOMA-IR fueron superiores en los sujetos obesos

respecto a los otros dos grupos.
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Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos que participaron en el estudio en ayunas

SPW Obesos (n=16) Normopeso P
(n=7) (n=42)
Sexo (H/M) 6/1 10/6 34/8 NS
Edad (afios) 24.3+6.7 26.4+4.3 22.4+10.1 NS
IMC (Kg/m?) 41.6£12.3* 40.1£17.2% 20.249.3 0.001
Cintura (cm) 109.2+45.3*  111.4£39.6° 67.749.2 0.001
Masa grasa (%) 42.7£7.0° 41.6£11.1° 13.748.7 0.001
IGF-1 (nmol/l) 11.5+6.2% 19.849.5 26.714.0 0.039
Glucosa (mmol/l) 5.16+0.64 5.26%0.36 5.03+0.88 NS
Insulina (pmol/l) 57.9+34.6 79.9427.2 *¢ 31.8+10.7 0.040%
0.048°
Homa-IR 1.84+1.20 3.5840.98"¢ 1.7240.76 0.038"
0.042°
McAuley (indice) 8.73+1.95 6.35+0.19% 11.31£1.73 0.033
Colesterol (mmol/l) 4.52+0.95 4.98%0.65 2.71£0.64 NS
Triglicéridos(mmol/l) 0.87+0.21 0.871£0.41 0.69+0.10 NS
Adiponectina (mg/l) 5.24+2.56°  4.01+1.27*¢ 8.28+4.63 0.041°
0.036"
0.047°

NOTA: NS=no estadisticamente significativo: , ® vs. sujetos con normopeso, ® vs. sujetos con SPW.
g ] P ]

Los datos estan expresados como media + desviacion estandar . Para comparar los tres grupos se usoé un

analisis de la varianza (ANOVA) con comparaciones multiples posthoc usando la correccién de Bonferroni.
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2. Estudio postprandial. Las caracteristicas de los participantes en el estudio postprandial

se muestran en la Tabla 2. En este caso, no se observaron diferencias en los niveles de
adiponectina, ni tampoco en los niveles de insulina o el indice HOMA-IR en ayunas.

Tabla 2. Caracteristicas de los sujetos que participaron en el estudio postprandial

SPW Obesos Normopeso p

(n=T) (n=7) (n=7)
Sexo (H/M) 6/1 6/1 6/1 NS
Edad (afios) 24.316.7 25.0+4.1 24.1£6.9 NS
IMC (Kg/m?) 41.6+12.3" 41.148.3° 21.543.0 0.001
Cintura (cm) 109.2445.3*  108.1+31.0° 79.1£9.2 0.001
Masa grasa (%) 42.7£7.0° 40.4£10.0% 12.3+£3.8 0.001
IGF-1 (nmol/l) 11.54£6.2° 17.248.0 25.0£6.9 0.043
Glucosa (mmol/l) 5.16+0.64 4.611+0.71 5.13£0.91 NS
Insulina (pool/l) 57.9£34.6 58.9£27.5 38.6£14.9 NS
Homa-IR 1.84£1.20 1.67+0.79 1.22+0.46 NS
McAuley (indice) 8.73£1.95 8.43+0.99 10.41+£2.27 NS
Colesterol (mmol/l) 4.52+0.95 4.08+0.88 3.75+0.37 NS
Triglicéridos(mmol/l) 0.87+0.21 0.86+0.27 0.68+0.29 NS
Adiponectina (mg/l) 5.24£2.56 5.99+4.11 6.04£2.28 NS

NOTA: NS=no estadisticamente significativo: *vs. sujetos con normopeso.

Los datos estan expresados como media = desviacion estandar. Para comparar los tres grupos se us6 un

analisis de la varianza (ANOVA) con comparaciones multiples posthoc usando la correccién de Bonferroni.
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2.1. El AUC de las diferentes variables.

El AUC para insulina y triglicéridos fue mayor en los pacientes con SPW y sujetos obesos
que en los sujetos con normopeso. E1 AUC para adiponectina y para glucosa fue igual en
los tres grupos (Tabla 3).

Tabla 3. AUC de glucosa, insulina, triglicéridos y adiponectina

AUC (6h) SPW Obesos Normopeso p
(n=7) (n=7) (n=7)

Glucosa (mmol/Ixmin) 20571468 1888+249 18361234 NS

Insulina (ng/Ixmin) 203+86" 276+291° 95445 0,043;

Triglicéridos(mmol/Ixmin) | 1865+558° 1864+752" 8924689 §§%§b

Adiponectina (mg/Ixmin) 1755+£897 2219+1398 2188%738 ’NS

NOTA: NS=no estadisticamente significativo: * vs. sujetos con normopeso. Los datos estan expresados

como media + desviacion estandar). Para comparar los tres grupos se uso un analisis de la varianza

(ANOVA) con comparaciones multiples posthoc usando la correccion de Bonferroni.

2.2. Adiponectina postprandial.

No se observo ningiin cambio en los niveles de adiponectina tras la ingesta en el grupo de
sujetos obesos ni en el grupo de sujetos con normopeso.

En el grupo de pacientes con SPW, se observo un descenso significativo pero de poca
relevancia en el minuto 240 (4,52+2,27 pg/ml, P=0,041, representando un descenso
respecto al valor basal de 13,8% ). Cuando se compararon los tres grupos, la adiponectina
fue significativamente inferior en el minuto 240 en el grupo de pacientes con SPW

respecto a los otros dos grupos (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de cambio respecto al valor basal de adiponectina plasmatica tras la

ingesta en pacientes con SPW (a) y en los tres grupos juntos (b).
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NOTA: Para el analisis de los datos se utilizo el modelo de andlisis general lineal para medidas repetidas

con el método de Dunnett: * p<0,05 vs. basal; # p<0,05 pacientes con SPW vs. sujetos obesos y con

normopeso.

2.3. Correlaciones. Considerando los tres grupos juntos, las concentraciones de

adiponectina en ayunas se correlacionaron negativamente con el IMC (r=-0,931, p=0,001),
la cintura (r=-0,698, p=0,004) y los triglicéridos en ayunas (r=-0,641, p=0,001) y
positivamente con el indice McAuley (r=0,588, p=0,005). En el andlisis de regresion
multiple en el que la adiponectina fue la variable dependiente y las independientes fueron

el indice McAuley o el indice HOMA y el IMC, porcentaje de masa grasa y los niveles de
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triglicéridos en ayunas, el IMC fue la unica variable relacionada con los niveles en ayunas
de adiponectina (r2=O,l3l, 3=-0,361, p=0,003).

Las concentraciones postprandiales de adiponectina se correlacionaron negativamente con
los triglicéridos, insulina y glucosa postprandiales en diferentes puntos. Cuando se aplico
el analisis de regresion multiple, la unica variable independiente asociada con la
adiponectina fueron los niveles de triglicéridos (r2=O,362 3=-0,743, p=0,012, en el minuto

240).
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6.3. ESTUDIO 3. Los sujetos adultos con Sindrome de Prader-Willi muestran una
mayor inflamacion de bajo grado que los sujetos obesos de iguales caracteristicas
antropométricas

La metodologia de este estudio fue similar a la de los estudios 1 y 2. En este caso solo se
analizaron las muestras de sangre extraidas a los 7 sujetos de cada grupo que participaron
en el estudio postprandial (tiempos 0, 60, 120,180, 240 y 360 minutos). Se determinaron
niveles testosterona en ayunas y de citocinas inflamatorias en cada muestra de sangre (C3,
IL-6, IL-18, TNF-a, PCR)

Resultados principales:

1. Estudio en ayunas.

Los resultados se expresan en la Tabla 1. Los pacientes varones con SPW mostraron
niveles de testosterona significativamente inferiores comparado con los sujetos del mismo
sexo de los otros dos grupos. Ademas todos los pacientes con SPW mostraron niveles
inferiores de IGF-1.

Los sujetos obesos con o sin SPW mostraron niveles superiores de algunos marcadores de
inflamacién comparado con el grupo de sujetos con normopeso.

Ademas, comparado con los sujetos obesos, los pacientes con SPW mostraron niveles
superiores de C3, IL-18, IL-6 y PCR, indicando que presentan aun un mayor grado de
inflamacion.

No se observaron diferencias en los niveles de citocinas entre aquellos pacientes con SPW

que habian sido tratados con GH en la infancia y los que no (datos no mostrados).
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Tabla 1. Resultados en ayunas de los participantes en el estudio

SPW (n=7) Obesos (n=7) Normopeso (n=7)
P
Sexo (H/M) 6/1 6/1 6/1 NS
Edad (afios) 23.0 (20.0-26.0) 26.0 (23.0-27.0) 23.0 (21.0-26.0) NS
IMC (Kg/m®) 34.5(33.3-56.5) 43.9 (32.8-48.0)° 20.3 (18.9-25.1) £0.001
Cintura (cm) 102.2 (91.0-112.5) % 101.3 (92.2-111.1) 70.3 (66.2-81.4) £0.001
Masa grasa (%) 47.0 (33.5-47.7) F 423 (31.8-44.8)° 10.8 (8.80-16.5) £0.001
Glucosa (mmol/l) 4.94 (4.61-5.94) 4.61 (4.33-5.17) 5.05 (4.39-5.72) NS
Insulina (pmol/l) 43.0 (24.4-79.6) 45.2 (35.2-94.7) 41.6 (20.8-50.2) NS
Homa-IR 1.45 (0.83-2.56) 1.57 (0.98-2.54) 1.34 (0.88-1.59) NS
Colesterol (mmol/l) 4.32 (3.02-5.40) 4.00 (3.01-5.60) 3.62 (3.21-4.01) NS
Triglicéridos (mmol/l) 0.88 (0.73-1.07) 0.91 (0.72-0.97) 0.56 (0.47-1.09)) NS
Testosterona (nmol/l) " 5.04 (1.41-832)% 13.0 (9.17-25.3) 23.1(19.6-28.9) £0.009
£0.035
IGF-1 (nmol/l) 10.3 (7.63-12.3) 15.8 (13.2-17.9) 24.9 (17.2-31.5) £0.043
C3 (mg/dl) 120.0 (97.4-135.0) ¢ 110.0 (91.2-120.0) " 86.4 (79.4-93.1) £0.007
£0.018
?0.004
IL-18 (pg/ml) 274.7(179.7-332.1) % 172.3(122.5-295.0)  196.1 (144.4-240.9) £0.044
£0.048
IL-6 (pg/ml) 2.09 (1.40-3.86) % 1.75 (1.09-2.68) P 0.61 (0.56-2.37) £0.028
£0.041
0.048
PCR (mg/l) 14.1 (8.14-26.6) ** 3.37 (2.79-9.48) 0.65 (0.36-4.85) £0.007
£0.030
TNF (pg/ml) 0.10 (0.08-0.17) 0.13 (0.13-0.16) 0.14 (0.05-0.19) NS
NOTA:

Los resultados se expresan como mediana y rango intercuartil. NS: No estadisticamente significativo,

" Excluidas mujeres, * SPW vs. sujetos con normopeso, P Obesos vs. sujetos con normopeso, * SPW vs.

sujetos obesos.
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2. Estudio postprandial:

2.1 Niveles de citocinas: Los resultados se muestran en la figura 1.

Figura 1. Niveles de citocinas en SPW (e), sujetos obesos (A ) y con normopeso (m)
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NOTA:

a: ¢ p<0.005 SPW vs. sujetos obesos, “p<0.005 SPW vs. sujetos con normopeso, © p<0.005 sujetos obesos
vs. sujetos con normopeso, ' p=0.0245 en sujetos obesos tiempo 120 vs. tiempo 0’

b: © p<0.05 SPW vs. sujetos obesos , © p<0.05 SPW vs sujetos con normopeso, 4p=0.0457 en sujetos con
normopeso en tiempo 120’ vs. tiempo 0’

c: ¢ p<0.05 SPW vs. sujetos obesos, © p<0.05 SPW vs. sujetos co normopeso, ” p<0.05 sujetos obesos vs.
sujetos con normopeso, ° p <0.05 en sujetos obesos y en sujetos con normopeso en tiempo 360 vs. tiempo
09

d: £ p<0.005 SPW vs. sujetos obesos, © p<0.005 SPW vs sujetos con normopeso

e: No diferencias significativas

2.2. Resultados del AUC de las diferentes variables:

Los resultados del AUC se expresan en la Tabla 2. Con la finalidad de evitar la posible
influencia en los resultados de los valores basales de cada una de las variables en el AUC,

se calculd ademas el incremento del AUC (IAUC).
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Tabla 2. AUC postprandial (encima) e incremento del AUC (debajo) para las diferentes

variables estudiadas.

SPW (n=7) Obesos (n=7) Normopeso (n=7)
P
Glucosa (mol/Ixmin) 1.89 (1.67-2.5) 1.76 (1.67-2.18) 1.79 (1.69-2.08) NS
0.22 (-0.09-0.38) 0.20 (0.01-0.44) 0.02 (-0.12-0.17) NS
Insulina (nmol/Ixmin) 197.2 (186.6-263.4) 158.5 (127.6-296.9)P  93.3 (66.7-116.5) £0.043 0.045
183.7 (142.3-258.2)* 124.4 (93.7-285.8) P 78.3 (59.2-98.4) £0.004 0,044
Triglicéridos(mol/Ixmin) |2.14 (1.60-2.18)* 1.89 (1.05-2.69) P 0.72 (0.49-1.15) £0.042%0.041

C3 (g/dl x min)

IL-18 (ng/ml X min)

IL-6 (ng/ml x min)

PCR (g/1 X min)

TNF (pg/ml x min)

1.73 (1.31-1.90)*

45.0 (34.0-46.7) ¢
-1.11 (-7.92-0.89)

95.1 (67.6-114.5) %*

-5.03 (-9.63-(-2.85))
0.74 (0.64-1.80)
0.02 (-0.15-0.26)
5.95 (3.18-8.64) ¢
-0.03 (-0.93-0.48)

46.2 (33.6-103.4)
8.44 (2.81-38.08)

1.57 (0.90-2.23) "

35.8(32.1-42.1)°
-1.74 (-4.24-(-0.72))
55.4 (49.3-75.5)
-7.33 (-25.87-5.18)

0.97 (0.67-1.95)
0.61 (0.16-1.24)
1.35 (0.78-3.08)
-0.06 (-0.33-0.08)

52.3 (37.6-57.9)
8.71 (-8.11-18.99)

0.50 (0.32-0.75)

30.4 (27.0-33.0)
-1.82 (-4.08-1.70)

60.6 (49.5-78.1)
-5.62 (-9.52-(-5.32))

0.58 (0.29-1.14)
0.12 (-0.16-0.65)
0.24 (0.18-0.25)
-0.01 (-0.05-0.29)

41.3 (25.5-52.8)
-2.62 (-22.82-18.67)

£0.035°0.018
£0.002 P0.026
NS
£0.026 £0.043
NS
NS
NS
£0.011 %0.010

NS
NS
NS

NOTA: Los resultados se expresan como mediana y rango intercuartil. “ SPW vs. sujetos con normopeso,

P sujetos obesos vs con normopeso, “SPW vs. sujetos obesos. NS: No diferencias estadisticamente

significativas

2.3. Correlaciones: En los sujetos obesos, los niveles de C3 se correlacionaron con el IMC

(r=0,877, p=0,026) y con la cintura (r=0,645, p=0,032). En los sujetos con normopeso, los

niveles de C3, también se correlacionaron con el IMC (r=0,895, p=0,014) y con la cintura

(r=0,777, p=0,023). En los pacientes con SPW no se observo esta relacion.
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En los pacientes varones con SPW, los niveles de testosterona se correlacionaron con los
niveles de IL-18 (r=-0,646, p=0,041), y mostraron una tendencia a la correlacion con los

de la PCR (r=-0,665, p=0,05).
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7. DISCUSION CONJUNTA DEL TEMA

Como se ha comentado anteriormente, la obesidad que acompafia al SPW tiene una
serie de peculiaridades tanto en lo que se refiere a la distribucion de la grasa coporal,
como en lo que se refiere a los mecanismos de regulaciéon de la ingesta. Estas
caracteristicas distintivas convierten al SPW en un buen modelo para estudiar como se
comportan las hormonas que estan involucradas en el control del inicio y del final de la
ingesta, y también las adipocitocinas que influyen en el balance energético, en la
sensibilidad a la insulina y forman parte de la inmunidad innata. Todas estas variables
fueron estudiadas tanto en ayunas como tras la ingesta de una comida estandar por dos
motivos. El primero, porque debido a su hiperfagia exagerada o a su falta de saciedad,
los pacientes con el SPW estan durante periodos mas prolongados en fase postprandial.
El segundo porque se conocia por estudios previos que el comportamiento de la
mayoria de ellas estaba influenciado por la ingesta. Ademas de estudiar pacientes con
el SPW, se creyd oportuno comparar los resultados obtenidos con los de un grupo de
sujetos obesos y otro de sujetos con normopeso.

Por tanto, en los trabajos publicados que constituyen esta tesis se han estudiado 7
pacientes con SPW (6 hombres y 1 mujer) diagnosticados genéticamente (6 por
delecién paterna en el 15q11-q13 y un caso con una disomia uniparental materna), 16
sujetos obesos y 42 sujetos sanos con normopeso. De todos ellos, los 7 pacientes con
SPW, 7 sujetos obesos y 7 sujetos con normopeso, fueron elegidos para el estudio
postprandial. Para evitar sesgos, los individuos obesos con los que se comparon los
datos fueron elegidos con especial cuidado, de forma que fueron comparables ademas
de en edad y en sexo, también en IMC, perimetro de la cintura y porcentaje de masa

grasa. Los individuos con normopeso eran comparables en edad y sexo.
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El hecho de tratarse de una patologia poco frecuente junto con el gran esfuerzo que
representa para los propios pacientes y familiares la realizacion de un estudio de 6
horas de duracioén, dificultaron la obtencién de un numero mas amplio de pacientes.
Sin embargo, el tratamiento estadistico de los datos se hizo bajo supervision de
expertos y se aseguraron unas garantias de validez de los datos obtenidos. No obstante,
somos conscientes de que existen algunas limitaciones en las conclusiones y de que la
extrapolacion de los datos de esta muestra a la poblacion general deberia hacerse con

cautela.

Estudio en ayunas:

De los datos procedentes del conjunto de participantes del estudio en ayunas cabe
destacar el mayor grado de resistencia a la insulina medida por el indice HOMA en los
sujetos obesos, en comparacion con los pacientes con SPW y sujetos con normopeso.
Estos resultados concuerdan con los trabajos publicados previamente en los que se
describe que los pacientes con SPW son menos resistentes a la insulina que los
igualmente obesos sin SPW (16, 19, 135, 137). Otros resultados esperados son los
niveles bajos de testosterona en los varones con SPW y los de IGF-1 en ambos sexos,
que estan en relacion al hipogonadismo y al déficit de GH que puede acompaiiar a este
sindrome, respectivamente.

En cuanto a las hormonas involucradas en el control del apetito, los niveles de ghrelina
en los pacientes con SPW fueron mas elevados que en los otros dos grupos, tal y como
ya se habia descrito previamente (134, 140-143). En cambio, los niveles de PYY
fueron mas bajos respecto a los sujetos con normopeso. Este hallazgo concuerda con

un estudio realizado en nifios con SPW (133), y discrepa de otros dos realizados en
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adultos (134, 135). Cuando se compararon los niveles de PYY entre los pacientes
obesos con y sin SPW, no se observaron diferencias.

Respecto a los niveles de adiponectina, los pacientes con SPW mostraron niveles
intermedios entre los pacientes obesos y los que tenian normopeso. Este resultado esta
en corcondancia con un estudio previo (210), pero no con otro (211) que mostrd
niveles mas altos de adiponectina en el SPW respecto a un grupo control sano. Las
diferencias entre los 3 grupos parecen estar mas en relacion con el peso corporal que
con la resistencia a la insulina puesto que en el analisis de regresion multiple, fué el
IMC, y no el indice HOMA, la tUnica variable predictiva de los niveles de
adiponectina.

Por ultimo, con respecto a los pardmetros inflamatorios, los pacientes con SPW
mostraron niveles mas elevados de C3, IL6, IL-18 y PCR que los pacientes obesos sin
SPW, indicando que en el SPW existe una activacion adicional del sistema inmune
innato. No se observaron diferencias en los niveles de TNF-a entre los tres grupos. El
presente trabajo ha sido el primero en estudiar los niveles de C3, IL-18 y TNF-a en
ayunas en el SPW. Con respecto a IL-6 y PCR, los estudios previos existentes
muestran resultados dispares. En uno de ellos, los niveles de PCR también fueron
superiores en los sujetos obesos con SPW respecto a los sujetos obesos sin SPW (212);
en otro (214) los niveles de PCR entre estos dos grupos fueron similares y en un tercer
estudio, los niveles de PCR y de IL-6 fueron superiores al rango de normalidad, y
disminuian después de ser tratados con GH (215).

Estudio postprandial

En cuanto a la respuesta postprandial de los péptidos involucrados en el control del
apetito, cabe destacar que en el presente trabajo se observé una disminucion de los

niveles de ghrelina tras la ingesta en los tres grupos. Sin embargo, en los pacientes con
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SPW este descenso fue menos marcado. De hecho, los niveles de ghrelina empiezan a
descender mas tarde (a los 60 minutos de iniciada la ingesta) y en menor proporcion
(nadir del 29% en el minuto 60) respecto a los grupos de sujetos obesos y con
normopeso, conllevando que el AUC de ghrelina sea mayor. Dado que los pacientes
con SPW estan durante periodos mas prolongados en fase postprandial, el AUC de
ghrelina representa probablemente mejor la ghrelinemia en este grupo de pacientes que
los niveles en ayunas. Este resultado estd en concordancia con tres estudios previos en
nifios (142, 144, 216) y otro en adultos (135) con SPW en los que los niveles de
ghrelina también disminuyen tras la ingesta, pero no con otro (141) en el que los
niveles de ghrelina no se modificaron a los 25 minutos de haber ingerido un alimento
liquido. Es posible que la corta duracion de este ultimo estudio explique la
discrepancia con el resto, puesto que como hemos descrito, el descenso de ghrelina es
mas tardio en estos pacientes.

Respecto a la respuesta postprandial de la ghrelina en los sujetos obesos, nuestros
resultados concuerdan con la mayoria de estudios (72, 105, 216, 217) en los que el
descenso de los niveles de ghrelina est4 presente, y discrepan de los de algunos autores
(109, 144) que refieren una falta de respuesta postprandial de este péptido.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la hiperghelinemia observada en los
pacientes con SPW. Uno de ellos es el déficit de GH que acompaifia a este sindrome.
Dado que la ghrelina es un secretagogo enddgeno de GH, la GH podria ser un
potencial inhibidor de la ghrelina. En nuestro estudio, ninguno de los pacientes estaba
bajo tratamiento con GH y los niveles de IGF-1 eran bajos. Sin embargo, no se
observd ninguna relacion entre los niveles de IGF-1 y los de ghrelina. Por tanto, es
poco probable que los niveles de GH fuesen los principales determinantes de una

menor supresion de los niveles de ghrelina postprandial. La insulina podria ser otro
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potencial factor, ya que algunos estudios (220, 221), aunque no todos (107), han
observado un efecto supresor de la insulina sobre la ghrelina. En este estudio, aunque
los pacientes con SPW mostraron una relativa hipoinsulinemia en comparacion con los
sujetos obesos, la respuesta de la insulina tras la ingesta no mostro diferencias
respecto a los sujetos obesos, y sin embargo, la supresion de la ghrelina fue inferior.
Por tanto, tampoco parece que la insulina sea el unico factor que explique esta
diferencia en la supresion de la ghrelina. Ademas, tanto la glucosa en ayunas como la
respuesta postprandial y el indice HOMA que podrian influir en los niveles de ghrelina
(105, 222-224), no mostraron ninguna correlacion con ella. Por lo tanto, otros
mecanismos relacionados con la regulacion de la ghrelina deben estar involucrados. La
leptina tampoco parece que juegue un papel en la regulacion de la ingesta en el SPW
puesto que como ya se ha comentado anteriormente no se han encontrado alteraciones
de sus niveles en estos pacientes (132).

E1 PYY puede inhibir directamente las neuronas activadas por ghrelina en ratas (225) y
disminuir los niveles de ghrelina postprandial en humanos (72), mecanismos que
podrian explicar, en parte, su efecto saciante en individuos sanos (71). En el presente
estudio, en los pacientes con SPW, los niveles de PYY en ayunas estaban disminuidos,
en concordancia con otro estudio previo (133) y presentaron una respuesta
postprandial plana a diferencia de otros estudios (134, 135). Por otro lado, a pesar del
reducido niimero de sujetos estudiados, encontramos una correlacion negativa entre los
niveles de ghrelina y de PYY en ayunas, siendo el nivel de PYY en ayunas el tnico
predictor de la supresion postprandial de la ghrelina. Ademas, esta correlacion
negativa entre PYY y ghrelina podria indicar que la repuesta postprandial plana del
PYY observada, fuese la responsable de una menor supresion postprandial de la

ghrelina. Por tanto, es posible que, el PYY sea en parte responsable de la
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hiperghrelinemia observada en el SPW. Apoyando esta hipdtesis, se ha descrito una
correlacion negativa similar entre PYY y ghrelina en pacientes con bulimia nerviosa
(226, 227), en sujetos Afro-Americanos sanos (219) y pacientes en unidades de
cuidados intensivos (228).

El mecanismo por el cudl los niveles de PYY tanto basales como su respuesta
postprandial estdn disminuidos en el SPW, no esta del todo claro. La resistencia a la
insulina, medida por el indice HOMA, no parece que juegue ningin papel relevante
puesto que no se ha observado ninguna relacidn entre este indice y los niveles de PYY
(219). Tampoco la accion procinética gastrica que ejerce la ghrelina (229-231), que a
la vez inhibe la secreccion postprandial de PYY, parece que pueda explicar los niveles
bajos de PYY, ya que en el SPW el vaciado gastrico esta retrasado a pesar de los
niveles de ghrelina elevados (232).

Por otra parte, no se ha demostrado, hasta el momento, ninguna relacion entre los
genes que codifican el PYY y la ghrelina, y los genes responsables del SPW, ya que
los genes que codifican estos péptidos o sus receptores estan localizados en
cromosomas diferentes y, ademas, la expresion génica de estos receptores en el
cerebro de individuos con y sin SPW es similar (233).

Los sujetos obesos sin SPW y los sujetos con normopeso presentaron unos niveles
basales y una respuesta postprandial del PYY similares, de acuerdo con otros trabajos
previos (217, 218). Por otro lado, otros estudios habian observado niveles de PYY
bajos en ayunas en pacientes obesos (72, 234) o una respuesta postprandial disminuida
(72, 217). El hecho de que en nuestro estudio no se hayan observado diferencias entre
la respuesta del PYY de los sujetos obesos y con normopeso podria explicarse por el
reducido niimero de individuos estudiados o bien por las diferencias en la composicion

de la comida mixta administrada respecto a los otros estudios publicados (59).
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La adiponectina tras la ingesta no se modificd, ni en los sujetos obesos ni en los sujetos
con normopeso, y de forma muy poco marcada disminuyé en los pacientes con SPW,
en un solo punto a lo largo de las 6 horas, de forma que el AUC de adiponectina no
mostrd diferencias entre los tres grupos. Hasta el presente trabajo, no se habia
estudiado el efecto de la ingesta sobre la adiponectina en pacientes con SPW, pero si
en sujetos obesos o con normopeso. Asi, en sujetos con normopeso, la ausencia de
cambio de los niveles de adiponectina observada tras la ingesta, ya habia sido descrita
previamente por otros autores tanto tras una dieta estandar (235-237) como tras una
dieta rica en grasas (238) después de 2,5 h (236), 3 h (235) o 6 h postprandiales (238).
Los estudios realizados hasta la fecha en sujetos obesos muestran resultados dispares.
Asi, mientras que uno observé una disminucion en los niveles de adiponectina después
de dos tipos diferentes de dieta (rica en grasa y rica en carbohidratos pero pobre en
fibra) tanto en pacientes diabéticos como en no diabéticos a las 2 y 4 horas tras la
ingesta (239), otro estudio no observd ningun cambio después de 60 minutos de un
desayuno estandar (240). Los diferentes resultados observados entre estos estudios
podrian deberse a la corta duracion del periodo postprandial estudiado, el nimero
limitado de pacientes o el uso de diferentes dietas. Por otro lado, English et al. (235)
observaron un aumento postprandial de la adiponectina en 8 de 11 pacientes obesos 3
h después de una dieta estandar. Nuestro estudio no ha reproducido este fenémeno en
pacientes aun mas obesos, utilizando una dieta similar, durante un periodo de tiempo
postprandial mas prolongado y con una mayor frecuencia de extracciones de sangre.
Este hecho podria poner en evidencia que tal vez el comportamiento de la adiponectina
dependa del grado de obesidad. Con la finalidad de investigar el potencial mecanismo
por el cual la adiponectina podria ser modificada después de la ingesta, analizamos la

relacién entre adiponectina y las concentraciones postprandiales de glucosa, insulina y
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triglicéridos. Encontramos una correlacién negativa entre glucosa y adiponectina en
algunos tiempos postprandiales, sin embargo el AUC de glucosa fue similar en los tres
grupos y en cambio, el descenso en la adiponectina sdlo se observd en pacientes con
SPW. Ademas, la glucosa fue excluida en el modelo de regresion multiple paso a paso
y, por tanto, no parece que juegue un papel importante en la regulacion aguda de la
adiponectina.

La insulina a dosis suprafisioldgicas disminuye los niveles de adiponectina tanto en
animales como en humanos usando un clamp euglucémico hiperinsulinémico (241).
Sin embargo, son muchos los estudios que no han encontrado relacion entre la
adiponectina y los niveles fisioldgicos de insulina después de una comida (236, 237,
239). En nuestro caso, el AUC de insulina fue mayor en los pacientes con SPW que en
los controles delgados, y fue similar al de los sujetos obesos y, sin embargo, la
adiponectina sélo disminuy6 en los primeros. Ademas, la correlacion entre insulina y
adiponectina fue débil y la insulina fue excluida en el andlisis de regresion multiple.
Considerando toda esta informacién conjuntamente, no parece probable que la insulina
actiie como un supresor de la adiponectina en el estado postprandial en pacientes con
SPW.

Por otra parte, se ha sugerido que la adiponectina puede estar involucrada en el
metabolismo de los lipidos (150). En nuestro estudio, la concentracion de triglicéridos
correlacion6 negativamente con la adiponectina no so6lo en tiempo basal, como ya se
habia publicado previamente (236, 242, 243), sino también durante el estado
postprandial. Ademas, los triglicéridos fueron la Uinica variable relacionada con la
adiponectina en el analisis de regresion multiple paso a paso. Dado que la adiponectina
puede estimular la lipdlisis (150), nosotros proponemos que hay una interaccion entre

los niveles de triglicéridos y de adiponectina. Sin embargo, un reciente estudio in vivo
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no muestra ningiin cambio en la adiponectina tras la infusién durante 7 horas de acidos
grasos libres (244). Por lo tanto, no podemos considerar que sean los triglicéridos el
principal modulador de la adiponectina en situacidon postprandial en el SPW.

El discreto descenso de la adiponectina en los pacientes con SPW tras la ingesta,
tampoco se puede atribuir a una variacién fisioldégica diurna como se ha sugerido
previamente (237, 245), ya que todas las pruebas se realizaron a la misma hora en los
tres grupos. Ademads, tampoco se observo, en ningiin grupo, un pico a ultima hora de la
mafiana como se habia descrito (236, 237). El déficit de GH tampoco parece influir en
los niveles de adiponectina porque no se observd correlacion entre IGF-1 y
adiponectina en ayunas, y esta descrito que el tratamiento sustitutivo con GH en estos
pacientes con SPW no modifica los niveles de adiponectina (210).

Por ultimo, evaluamos los cambios de los parametros inflamatorios tras la ingesta y
observamos que en los pacientes con SPW el aumento de inflamacién de bajo grado
que se observaba en ayunas, persistia en el periodo postprandial. Las concentraciones
de citocinas que ya estaban elevadas tanto en sujetos obesos como con SPW respecto a
sujetos con normopeso (C3, IL-6) o elevadas en el grupo con SPW versus sujetos
obesos (IL-18, PCR), persistieron también elevadas tras la ingesta. Este es un hallazgo
importante porque una dieta estandar no parece empeorar el nivel de citocinas.

Hemos intentado analizar algunos mecanismos que justifiquen la inflamacidn adicional
que presentan los individuos con SPW. En primer lugar, se ha descrito la presencia de
un estado de inflamacion de bajo grado en diferentes patologias que cursan con
resistencia a la insulina (177, 209, 246-252). No podemos atribuir las diferencias en el
estado de inflamacién a diferencias en la resistencia a la insulina puesto que los tres
grupos presentaron una resistencia a la insulina similar. En segundo lugar, la

correlacion positiva observada entre IMC y circunferencia de la cintura con C3 en los
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sujetos obesos y con normopeso no se observé en los pacientes con SPW y ademas, los
niveles de TNF-a, citocina secretada por el tejido adiposo visceral, fue similar en los
tres grupos. Estos hallazgos indican que en el SPW la inflamacion no parece estar
asociada a la obesidad. Tampoco es sorprendente, dado que como se ha descrito
anteriormente, los pacientes con SPW son menos resistentes a la insulina y tienen un
perfil metabolico mas saludable que otros individuos igualmente obesos. Por lo tanto,
las consecuencias metabolicas del incremento de grasa en los pacientes con SPW
tendrian menos impacto que en la obesidad comun.

Finalmente, postulamos que otros transtornos podrian justificar este mayor estado de
inflamacion en el SPW. Es conocido que el hipogonadismo se asocia con un cierto
estado de inflamacidn de bajo grado (253). En nuestro estudio, todos los hombres con
SPW estaban tratados con dosis bajas de testosterona y mostraban niveles bajos de ésta
en la analitica comparados con el resto de participantes; y encontramos una correlacion
negativa entre IL-18 y testosterona. Por tanto, el déficit de testosterona podria estar en
relacion con el estado inflamatorio aumentado de los pacientes con SPW. El déficit de
GH podria contribuir al grado de inflamacién, puesto que se ha relacionado con un
aumento de la inflamacion tanto en ayunas como tras la ingesta (254-256). No
obstante, los pacientes con SPW de nuestro estudio tenian unos niveles de IGF-1
inferiores a los de los sujetos con normopeso, pero similares a los de los sujetos
obesos, y no observamos correlacion entre el IGF-1 y los marcadores de inflamacion.
Tampoco encontramos diferencias entre aquellos pacientes con SPW que habian sido
tratados con GH durante la infancia y los que no. Sin embargo, el reducido nimero de
casos no nos permite descartar con seguridad que el déficit de GH pueda ser un factor
determinante en el grado de inflamacion, y para ello seria necesario un estudio

especifico. Por ultimo, existen otros dos posibles factores tales como la existencia de
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transtornos nocturnos de la respiracion y el déficit en la activacion del sistema
parasimpatico, situaciones ambas que se dan en los pacientes con SPW y que se han
asociado a un aumento de los parametros de inflamacion (214, 257-259). Sin embargo,
estos transtornos no fueron estudiados en el presente trabajo y deberian ser objeto de

estudios posteriores.
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8. CONCLUSIONES FINALES

1.

Los pacientes con SPW presentan hiperghrelinemia respecto a los sujetos obesos y
a los controles con normopeso.

En pacientes con SPW, la disminuciéon de las concentraciones plasmaticas de
ghrelina tras la ingesta es menor que en los individuos igualmente obesos y que en
los controles con normopeso.

En los pacientes con SPW, los niveles plasmaticos de PYY en ayunas estan
disminuidos y su respuesta postprandial esta truncada, respecto a los sujetos obesos
y a los controles con normopeso.

Nuestros datos sugieren ademas, que en el SPW existe una correlacidon inversa
entre las concentraciones plasmaticas de PYY y de ghrelina tras la ingesta.

Los niveles de adiponectina en ayunas, en los pacientes con SPW son superiores a
los de los individuos igualmente obesos, e inferiores a los de los controles sanos
con normopeso. Tras la ingesta, los niveles de adiponectina descienden tan sélo y
de forma discreta en el grupo con SPW. Por ello, parece poco probable que la
adiponectina postprandial juegue un papel en la patogénesis de la obesidad en el
SPW.

Los pacientes con SPW presentan una mayor inflamacién de bajo grado en
comparacion con los individuos obesos y controles con normopeso. Esta alteracion
persiste tras la ingesta y es independiente del IMC, la resistencia a la insulina y el
déficit de GH.

En los hombres con SPW, el déficit de testosterona se relaciona con las

concentraciones elevadas de IL-18.
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Summary

Objective Ghrelin and polipeptide YY (PYY) are involved in the
regulation of food intake. We evaluated these two peptides and their pos-
sible relationship in adult patients with Prader—Willi syndrome (PWS).
Patients Seven patients with PWS, 16 age-sex-BMI matched obese
and 42 age-sex matched lean subjects.

Design and measurements Fasting plasma PYY and ghrelin
levels were measured in all subjects and, postprandially until 6 h, in
seven matched subjects of each group.

Results Fasting ghrelin levels were higher in PWS than in the other
two groups. Fasting PYY levels were lower in patients with PWS than
in lean subjects but similar to those in obese subjects. The postprandial
decrease in ghrelin concentrations was lower in PWS as compared
to the other two groups and therefore the 6-h-postprandial area
under the curve (AUC) for ghrelin was higher in PWS than in obese
subjects. PYY response after the meal was blunted in patients with
PWS, but not in the other two groups that showed a peak at 60 min
The AUC for PYY was lower in PWS as compared to the other two
groups. Fasting PYY levels correlated negatively with fasting ghrelin
levels and with ghrelin AUC and they were the only predictor
for ghrelin AUC (B =-0-464, P=0-034). The increase in PYY
correlated negatively with the decrease in ghrelin at times 60 min and
120 min in PWS.

Conclusions In PWS, the low decrease in postprandial ghrelin
levels could be related to the low fasting PYY concentrations and
their blunted postprandial response.
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Introduction

Prader—Willi syndrome (PWS) is considered as one of the most com-
mon causes of genetic obesity in humans and occurs in about one
in 10 000—20 000 live births." It is due to the absence or lack of expres-
sion of the paternally inherited genetic material located in the region
15q11, q13.> The characteristic clinical features include neonatal
hypotony, mental retardation, behavioural abnormalities and excessive
appetite with progressive massive obesity.” Morbid obesity and its
complications are a major cause of morbidity and mortality in these
patients.* They may also have endocrinological disorders such
as growth hormone (GH) deficiency and hypogonadotropic hypo-
gonadism, as a result of hypothalamic-pituitary dysfunction.’
Regulation of food intake is a complex process involving both
mechanical and hormonal signs from the gastrointestinal tract that
are integrated in the hypothalamic areas of feeding regulation.””
Ghrelin, an orexigenic hormone mainly secreted by the stom-
ach,'”™"* may play a role in meal initiation."” In healthy subjects,
ghrelin levels increased in fasting states and immediately before
meals and decreased after a meal ingestion."* ™
PYY is an anorexigenic intestinal peptide that shares homology
with pancreatic polypeptide and neuropeptide Y and is released post-
prandially in proportion to the caloric content of a meal.”” Although
the effect of PYY on food intake is conflicting in animal studies,'®
in humans, an acute physiological infusion of PYY (resulting in
normal postprandial serum PYY concentrations) significantly
reduced appetite and food intake in lean and obese subjects."
Recently, some studies have tried to evaluate the potential role
of ghrelin and PYY in the hyperphagia of patients with PWS.
High fasting ghrelin levels have been suggested to contribute to the

20-24 . .
Four studies (three in

absence of satiety in patients with PWS.
children®**** and one in adults®) reported a postprandial fall of
ghrelin levels in PWS, while another study in adult patients reported
alack of postprandial suppression measured only at one time point.”'
There are three conflicting studies with PYY in PWS. The first one
showed lower fasting PYY in children with PWS as compared to
a control population of newborn and infants from a different

study.” The other two studies in adult patients with PWS reported

© 2006 The Authors
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normal fasting and postprandial PYY levels after different calorie
standard meals”*”’ and a lack of relationship between ghrelin and
PYY levels.”

However, in non-PWS subjects,”” PYY can acutely reduce fasting
and postprandial ghrelin levels, an effect that may potentiate satiety.
We hypothesized that PWS patients might have a lack of PYY that
prevented the decrease of ghrelin after the meal and both could
contribute to the lack of satiety. Therefore we conducted this study
in order to evaluate the changes in plasma ghrelin and PYY during
and up to 360 min after a standard liquid meal and their possible
relationship. Results were compared between patients with PWS,
matched obese individuals and lean controls.

Subjects and methods

Subjects

Seven adult patients, 6 male and 1 female, with genetically diagnosed
PWS (6 paternal deletion in 15q11-ql3 and one maternal uni-
parenteral disomy of chromosome 15), 16 obese non-PWS patients
and 42 lean subjects were studied. Of the total, 7 subjects with PWS,
7 age-sex-BMI matched obese patients and 7 age-sex matched lean
subjects were chosen for the postprandial study.

Patients were recruited from the Endocrinology Clinic and
informed consent was obtained from them (obese subjects) or their
parents (PWS patients) prior to starting the study. The matched
lean controls were hospital staff who also gave informed consent.
All subjects were Caucasian and their weight had been stable for at
least 3 months before inclusion in the study. All males with PWS were
under testosterone replacement for hypogonadism and three had GH
deficiency in childhood and had been treated until puberty. The pro-
tocol was approved by the Institutional Ethics Committee and was
conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki.

Methods

Subjects were admitted to the Unit at 8:00 a.m. after an overnight
fast of at least 10 h. For the postprandial study, subjects remained
seated and no physical exercise was allowed until the end of the
testing sessions.

After bladder evacuation, anthropometrical parameters were
determined by bioelectrical impedance analysis (TANITA, body
composition analyser TBE-300, Tanita Corporation, Tokyo, Japan).
A catheter was then inserted into the antecubital vein and the line
was kept with saline infusion. Blood samples were drawn before and
after a standard liquid meal (750 kCal: 55% carbohydrate, 30% fat,
15% protein; Ensure HN®, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA)
every 15 min for the first hour and every 30 min thereafter. Previous
data, using this meal, showed good insulin and glucose response in
lean subjects'® and in PWS and obese patients.”’

All samples were collected on ice and spun at 4 °C. Plasma (EDTA
(for assay of ghrelin) and lithium heparin containing aprotinin (for
assay of PYY)) or serum (for assay of insulin and insulin-like growth
factor-1 (IGF-I)) were separated and kept at —80 °C until processed.

All samples were assayed in duplicate. Total PYY was determined
according to Linco Research procedure (St Charles, MO, USA). The

© 2006 The Authors
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antibody used recognizes both 1-36 and 3-36 forms of human PYY.
Sensitivity was 2-5 pmol/l. Intra- and interassay CV were 2-9 and
7-1%, respectively. Plasma total ghrelin was measured with a
commercially available radioimmunoassay (RIA) (Phoenix Pharma-
ceuticals Inc., Belmont, CA, USA) which measures total circulating
ghrelin concentrations. The intra- and interassay coefficients of
variation were 6:2% and 9-0%, respectively. IGF-I was measured by
two-site, solid-phase, chemiluminescent enzyme immunometric
assay (Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA, USA). The assay
demonstrated an analytical sensitivity of 2-35 nmol/l and showed less
than 5% cross-reactivity with insulin at high concentrations.
Interassay coefficients of variation were 8% and 6:6% for samples
with IGF-I-values 6-54 nmol/l and 21-78 nmol/], respectively. Insulin
was determined by immunochemiluminescence method (IMMULITE
DPC, Los Angeles, CA, USA). The antiserum was specific for insulin
with a low cross-reactivity with proinsulin (13:3%). Interassay
coefficients of variation for insulin at 106-9 pmol/l and at 353-7 pmol/l
were 4-8% and 6:5%, respectively. Glucose was determined by the
oxidase method. We used the homeostatic model assessment sensitivity
index (HOMA-IR)™ to estimate insulin resistance. Six-hour-postprandial
area under the curve (6-h-p-AUC) was calculated for insulin, glucose,
PYY and ghrelin concentrations by the trapezoid method.

Statistical analyses

SPSS version 11-5 statistical software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
and the SAS system 9-1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) were used
for data analysis. General Lineal Model for repeated measures with
Dunnet’s method was used to compare mean ghrelin and PYY
baseline concentrations with the postprandial values in each group
of subjects. Longitudinal analyses using a mixed-effects model’ were
performed to compare postprandial ghrelin and PYY behaviour
between groups. One-way aNovA with post hoc multiple compari-
sons using Bonferroni correction was used to compare the three
groups of subjects. Spearman’s correlation tests were also used
to evaluate the relationship between variables. All P-values were two-
sided and a P < 0-05 was considered to be significant. Results were
expressed as mean = SEM.

Results

Baseline characteristics of subjects are shown in Table 1 and Table 2.
Lean subjects showed a lower BMI and percentage of body fat than
the other two groups.

Fasting study

IGF-Ilevels were lower in PWS patients than in lean subjects (Table 1
and Table 2). Fasting glucose were not different between the three
groups. Fasting insulin and HOMA-IR were higher in obese subjects
than in PWS and lean subjects (Table 1). Fasting ghrelin levels were
higher in PWS than in the other two groups, and obese patients
showed lower fasting ghrelin levels than the lean group (Table 1).
Fasting PYY concentrations were lower in patients with PWS than
in lean subjects but similar to those in obese patients (Table 1 and
Table 2).
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Table 1. Baseline anthropometric and biochemical characteristics of patients

Prader—Willi

syndrome (PWS)  Obese Lean

(n=7) (n=16) (n=42)
Sex (Male/ Female) 6/1 10/6 34/8
Age (years) 24:3+25 264+ 11 22:4+16
BMI (kg/m?) 416+ 4-6* 40-1+4-3* 202+ 14
Body fat (%) 427 £2-6* 41-6 £ 2-8* 137113
IGF-1 (nmol/l) 11-5+2-4% 19-8 £ 24 26:7+£0-6
Glucose (mmol/1) 516 £ 0-24 526+ 0-10 503+ 0-13
Insulin (pmol/1) 57-9+9-2 79:9 + 6-81% 31-8+1-6
Homa-IR (mmM mU/1)  1-84 % 0-60 3-58+0-241% 172+ 0-12
Ghrelin (pmol/l) 2365+ 49-5F 132-8 £ 9:91% 182:5+ 134
PYY (pmol/l) 532+ 6-51 69:3+5-4 84-6 + 39

Data are mean £ SEM. *P = 0-001 and 1P < 0-05 vs. lean subjects, P < 0-05
vs. PWS.

BMI, body mass index; HOMA-IR, homeostatic model assessment index
(mm mU/1).

Table 2. Baseline anthropometricand biochemical characteristics of patients
that participated in the postprandial study

Prader—Willi

syndrome (PWS)  Obese Lean
(n=7) (n=7) (n=7)
Sex (Male/Female) 6/1 6/1 6/1
Age (years) 243%25 250+ 15 24-1%2:6
BMI (kg/m2) 41-6 £ 4-6* 41-1+3-1* 215+ 1-1
Body fat (%) 42-7 £2-6* 40-4 + 3-8* 123+ 14
IGF-1 (nmol/1) 11-5+2:4% 172+ 30 250+ 2-6
Glucose (mmol/l) 516 £0-24 4-61 £0-27 513+0-34
Insulin (pmol/l) 579+£9:2 589+ 10-4 386+ 56
Homa-IR (mm mU/I) 1-84 + 0-60 1:67 £ 0-29 1-22+0-17
Ghrelin (pmol/l) 2365 £ 49-5 148-8 £ 16-6 184-5 £ 30:6
PYY (pmol/l) 532+ 6:5¢ 72:6 + 7-4 80-1+42

Data are mean = SEM. *P = 0-001 and P < 0-05 vs. lean subjects.
BMI, body mass index; HOMA-IR: homeostatic model assessment index
(mm mU/l).

6-h-postprandial study

Glucose and insulin levels. The 6-h-p-AUC for glucose was similar
in the three groups. However, the 6-h-p-AUC for insulin in PWS
patients and obese subjects were higher than that of lean subjects
(Table 3).

Ghrelin levels. There was a decrease in ghrelin levels postprandially
in all the three groups (Fig. 1). In patients with PWS there was a
significant decrease at 60, 90, 120, 210 and 270 min, with a nadir
of 29% of change from baseline at 60 min (236-49 +49-49 vs.
165-58 + 23-06 pmol/l, P = 0-017). Obese subjects also showed a
significant decrease in ghrelin levels between 45 and 150 min with
a nadir of 35-8% of change from baseline at 120 min (148-82 + 16-57

Table 3. Six-hour-postprandial area under the curve (6-h-pAUC) of glucose,
insulin and ghrelin in patients with Prader—Willi syndrome (PWS), obese and
lean subjects

Prader-Willi

syndrome (PWS) Obese Lean
6-h-p-AUC (n=7) (n=7) (n=7)
Glucose (mmol/l X min) 2057-6 + 177-0 1888:8 +94-2 18363 + 88:6
Insulin (nmol/l X min) ~ 203-1 + 18-:9% 2762+ 110-1*  95:1+17-3
Ghrelin (nmol/l X min) 65:6 + 6:9F 437+ 42 51:5+6-5
PYY (nmol/ml X min) 214+ 1-4%F 29-1 %27 31-1£19

Data are mean £ SEM. *P < 0-05 vs. lean subjects, 1P < 0-05 vs. obese
patients.
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Fig.1 Postprandial ghrelin levels in Prader—Willi syndrome (PWS) patients
(@), obese (A) and lean subjects (). *P < 0-05 PWS patients vs. lean
subjects, IP < 0-05 PWS patients vs. obese subjects.

vs. 95-43 £ 10-40 pmol/l, P = 0-002). Lean subjects showed a signi-
ficant decrease in ghrelin levels between 45 and 210 min; with a nadir
of 41:9% of change from baseline at 120 min (184-52 £ 30-61 vs.
107-21 £ 11-84 pmol/l, P < 0-0001). Comparing the three groups,
patients with PWS showed lower postprandial ghrelin decrease than
the other two groups (P < 0-0001) and therefore a higher 6-h-p-AUC
for ghrelin than obese subjects (Table 3). Obese and lean subjects
showed a similar postprandial ghrelin decrease and a similar 6-h-p-
AUC for ghrelin (Table 3).

PYY levels. PYY postprandial response was blunted in patients with
PWS (60 min: 61-05 + 3-78 pmol/l, P = 0-326), but not in the other
two groups that showed a peak at 60 min (obese: 90-88 + 6-69 pmol/l,
P =0-017; lean: 97-25 + 3-67 pmol/l, P = 0-009) (Fig. 2).

In patients with PWS, 6-h-p-AUC for PYY was lower as compared
to the other two groups (Table 3).

Correlations. In all three groups, fasting PYY levels correlated neg-
atively with fasting ghrelin levels (Fig. 3a) and with ghrelin 6-h-p-
AUC (Fig. 3b). Ghrelin 6-h-p-AUC and PYY 6-h-p-AUC showed a
tendency to negatively correlate (R =—0-377, P =0-092). In patients
with PWS, ghrelin postprandial decrease and PYY postprandial
increase showed a negative correlation at 60 min (Fig.4a) and at

© 2006 The Authors
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Fig.2 Postprandial PYY levels in Prader-Willi syndrome (PWS) patients
(@), obese (A) and lean subjects (H). *P < 0-05 PWS patients vs. lean
subjects, P < 0-05 PWS patients vs. obese subjects.
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Fig.3 Correlations between fasting PYY levels and (a) fasting ghrelin levels
and (b) ghrelin 6-h-postprandial area under the curve (ghrelin-6-h-p-AUC)
in all the patients together.

120 min (Fig. 4b) but neither of them correlated with insulin or
glucose postprandial increase. When stepwise multiple regression
analyses were applied with ghrelin 6-h-p-AUC as the dependent
variable and insulin 6-h-p-AUC, glucose 6-h-p-AUC and PYY 6-h-
p-AUC as possible predictors, none of them entered in the model.
However, when fasting PYY, fasting insulin and fasting glucose were
used as possible predictors, the only variable associated with ghrelin
6-h-p-AUC was fasting PYY (Table 4). No correlations were observed
between ghrelin or PYY at both fasting and 6-h-p-AUC and the
following variables: BMI, percentage of body fat, IGF-I, fasting
glucose and insulin levels and HOMA-IR in each separate group or
in all 3 groups together.
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Fig.4 Correlations between the postprandial decrease in ghrelin levels and
the postprandial increase in PYY levels at (a) 60" and at (b) (120°) in patients
with Prader-Willi syndrome (PWS).

Table 4. Stepwise multiple regression analyses with all the patients
(two different models)

Variables Model 1 Model 2
Dependent Ghrelin-6-h-p-AUC Ghrelin-6-h-p-AUC
Independent Insulin-6-h-p-AUC Fasting insulin
Glucose-6-h-p-AUC Fasting glucose
PYY-6-h-p-AUC Fasting PYY
Entered in the model None Fasting PYY*

*B =-0-464, P = 0-034.
6-h-p-AUC, 6-h-postprandial area under the curve.
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Discussion

The present study shows that ghrelin levels decreased postprandially
in adult patients with PWS to a lesser extent than in obese and lean
subjects. Our data also shows low fasting PYY levels and a blunted
postprandial response in individuals with PWS.

The decrease in ghrelin levels observed in patients with PWS
began later (60 min after the meal) and it was of lower magnitude
(nadir of 29% at 60 min) than the one observed in obese or lean
subjects. Therefore ghrelin levels measured by the AUC were higher
in patients with PWS than in obese subjects. As patients with PWS
spend most of the time in postprandial state due to their hyper-
phagia, ghrelin area under the curve may represent better ghrelin
levels than a simple fasting sample.

Our finding is in agreement with three other studies performed
in children””* and in adults” with PWS that reported the presence
of ghrelin decrease after a meal. However, it is in discordance with
another study21 that reported a lack of ghrelin suppression after a
standard liquid meal drunk in no more than 25 min until satiety.
It is possible that the shorter duration of their study could explain
their negative results.

We also observed low PYY levels and a blunted postprandial
response in PWS. Although our finding is in accordance with one
study performed in children with PWS that showed low fasting
PYY levels™ it is in discordance with two others in adult patients
with PWS that reported normal fasting and postprandial PYY

2427
However, the

levels after different calorie standard meals.
absence of any comparison with a control group™ lead the
authors to believe that the possibility of impaired PYY release as
a contributor to the delayed satiety in patients with PWS could not
be excluded.

In the present study, ghrelin levels were also suppressed in non-
PWS obese patients after the meal in accordance with most'****>*
but not all*** previous studies in obese subjects. On the other hand,
fasting PYY levels and their postprandial response in obese subjects
were preserved and showed a normal peak at around 60 min in
agreement to other authors.”” In contrast, most previous studies
showed low fasting PYY levels in obese adults” or children® or a

9% The lack of differences between

blunted postprandial response.
obese and lean subjects in the present study may be accounted
for by the limited number of patients or the composition of the
food consumed during the meal challenge.” Insulin resistance
does not seem to play a role in PYY levels, because no relationship
was observed between HOMA index and PYY levels as described
previously.”

Several mechanisms have been proposed to explain the hyper-
ghrelinaemia observed in patients with PWS. One of them is the GH
deficiency accompanying this syndrome. As ghrelin is an endo-
genous GH secretagogue, GH could be a potential inhibitor of ghrelin
secretion. In our study, none of the patients were under GH treat-
ment and their IGF-I levels were low; however, no relationship was
observed between IGF-I and ghrelin levels. Therefore, it is unlikely
that GH levels were the main determinants of the lesser ghrelin
suppression postprandially.

9,40
b

Insulin could be another potential factor as many studies*’ but

16 . . . .. .
not all” showed a suppressive effect of insulin administration on

ghrelin. In this present study, although we observed a relative fasting
hypoinsulinaemia in PWS as compared to obese patients as pre-

. . 27,41,42
viously described

the insulin response to the meal was identical
for obese and PWS patients and yet, ghrelin suppression was lesser
in PWS. Thus, insulin cannot be the only factor explaining the
difference in ghrelin suppression. Furthermore, fasting and post-
prandial glucose response and HOMA index that may both influence

ghrelin levels™*™*

did not show any correlation with ghrelin levels.
Therefore, other mechanisms related to ghrelin regulation must be
involved. Leptin, an adipocyte-derived plasma hormone that acts in
the brain to produce satiety does not seem to play a role in PWS
eating disorder as there is no evidence of leptin plasma concentration
or leptin receptor abnormalities in these patients.* " PYY is an ano-
rexigenic peptide that directly inhibits ghrelin-activated neurones in
rats’' and decreases postprandial ghrelin levels in humans,'” an effect
that might potentiate its own effect on satiety in healthy subjects.”
In spite of the small number of subjects studied, we found a negative
correlation between both fasting ghrelin and PYY levels and fasting
PYY levels were the only predictor for ghrelin postprandial sup-
pression. Moreover, the negative correlation observed between post-
prandial PYY and ghrelin may indicate that the blunted postprandial
PYY response could be responsible for the lesser postprandial ghrelin
suppression. Hence it is possible that PYY could be at least a partial
explanation for the hyperghrelinaemia observed in PWS. In support
of this possibility, a similar negative interaction between ghrelin
and PYY has been recently described in patients with bulimia

53,54
nervosa,

African-American subjects™ and in intensive care unit
patients.”
Recent studies have shown that ghrelin stimulates acid gastric

secretion and gastric motility and emptying.”*>

This faster proki-
netic action could be the determinant of the blunted PYY response.
However, in PWS gastric emptying is reduced despite higher ghrelin
levels™ so this mechanism does not seem to be feasible.

On the other hand, a genetic relationship between PYY, ghrelin
and PWS imprinting disorder has not yet been demonstrated as the
genes for either these peptides or their receptors are localized on dif-
ferent chromosomes and, in addition, gene expression of these
receptors in brain from subjects with and without PWS was similar.*’

In conclusion, the present study shows that the magnitude of the
postprandial ghrelin suppression is lesser in PWS than in obese and
lean subjects and that the PYY response is blunted. Our data suggest
that the changes of PYY and ghrelin postprandially are related in
PWS. Further studies are needed to elucidate the importance of this
modest finding and its relationship with the severe hyperphagia in
PWS.
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Abstract

Aim:To investigate fasting and postprandial adiponectin
levels in PWS patients as compared to obese and lean
subjects and whether they could contribute to the patho-
genesis of obesity in this syndrome. Methods: We stud-
ied 7 patients with PWS, 16 obese patients and 42 lean
subjects for the fasting study. From this group, we eval-
uated 7 patients with PWS, 7 age-sex-BMI-matched
obese non-PWS patients and 7 age-sex-matched lean
subjects before and after the administration of 3,139.5 kJ
(750 kcal) of a standard liquid meal (53.2% carbohydrate,
30% fat, 16.7% protein) after an overnight fast. Blood
samples were obtained every 15 min for the first hour
and every 30 min thereafter until 6 h. Adiponectin, IGF-I,
glucose, triglycerides, cholesterol, and insulin were mea-
sured. Results: Fasting plasma adiponectin levels were
lower in PWS than in lean subjects (5.24 + 2.56 vs. 8.28
+ 4.63 ng/ml, p=0.041) but higher than in obese patients
(4.01 = 1.27 pg/ml, p = 0.047). After the meal, adiponec-
tin concentrations mildly decreased in PWS at time point
240 min, while in obese and lean subjects no changes

were observed. However, 6-hour postprandial AUC for
adiponectin was similar in all three groups. Conclusion:
Fasting adiponectin levels are low in PWS, but they are
so mildly modulated postprandially that these changes
do not seem significant for the pathogenesis of obesity
in this syndrome.

Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

Introduction

Prader-Willi syndrome (PWS) is a genetic disorder due
to the absence or lack of expression of the paternally in-
herited genetic material located in region 15q11,q13. The
clinical features include neonatal hypotony, mental retar-
dation, behavioral abnormalities and the absence [1] of
satiety with progressive massive obesity [2]. They may
also present endocrinological disorders such as growth
hormone (GH) deficiency and hypogonadotropic hypo-
gonadism as a result of hypothalamic-pituitary dysfunc-
tion [3].

During the past decades, many studies have tried to
elucidate the potential causes of hyperphagia in patients
with PWS. In this sense, a lack of pancreatic polypeptide
[4] or high levels of the orexigenic hormone ghrelin [5-8]
have been suggested to contribute to the absence of satiety
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Table 1. Baseline characteristics of the

subjects that participated in the fasting PWS (n=7) Obese (n=16) Lean(n=42) p
study
Sex, M/F 6/1 10/6 34/8 NS
Age, years 24.3+6.7 26.4+4.3 22.4+10.1 NS
BMI, kg/m? 41.6+12.32 40.1x17.22 20.2%9.3 0.001
Waist, cm 109.2+45.32 111.4%39.6* 67.7+9.2 0.001
Body fat, % 42.7+£7.0% 41.6+11.12 13.7£8.7 0.001
IGF-I, nmol/l 11.5%6.2° 19.8+9.5 26.7%£4.0 0.039
Glucose, mmol/l 5.16+0.64 5.26+0.36 5.03+0.88 NS
Insulin, pmol/l 57.9+34.6 79.9+£27.2%¢ 31.8+10.7 0.0402
0.048°
Homa-IR 1.84+1.20 3.58+0.98*%°¢ 1.72+0.76 0.0382
0.042¢
McAuley index 8.73+1.95 6.35+£0.192 11.31£1.73 0.033
Cholesterol, mmol/l 4.52+0.95 4.98+0.65 2.71+0.64 NS
Triglyceride, mmol/l 0.87+0.21 0.87+0.41 0.69+0.10 NS
Adiponectin, pg/ml 5.24+2.56° 4.01x1.27%°¢ 8.28+4.63 0.041°
0.0362
0.047¢

NS = Not statistically significant: »° vs. lean subjects, ¢ vs. PWS subjects.
Data are shown as mean + SD. One-way analysis of variance (ANOVA) with posthoc
multiple comparisons using Bonferroni correction was used to compare the three groups

of subjects.

in these patients. As a result of hyperphagia, morbid obe-
sity and its complications are a major cause of morbidity
and mortality in PWS patients [9].

Adiponectin is a complement-related 244 amino acid
protein produced exclusively by white adipose tissue. It
belongs to the family of adipokines, a group of proteins
that may modulate the effects of body mass on health [10,
11]. Some studies suggest that it is an important insulin
sensitivity regulator [12, 13] and could exert some vascu-
lar protective effects [14—-16]. Accordingly, low adiponec-
tin concentrations have been reported in obese and/or
diabetic subjects as well as in cardiovascular disease [12,
17-20]. In rats, adiponectin has been shown to stimulate
thermogenesis and therefore to protect against obesity
[21]. Inthis sense, low adiponectin levels could contribute
to the low energy expenditure previously described in
PWS [22, 23] and consequently to the pathogenesis of
obesity. Furthermore, a decrease in adiponectin levels in
the postprandial state has been observed by some authors
[24] but not by others[17, 18,25-27]. Since PWS patients
are continuously eating, we found it of interest to measure
adiponectin levels in the postprandial state. We also com-
pared them to those of matched obese and healthy con-
trols in order to evaluate whether low adiponectin levels
could contribute to the pathogenesis of obesity in this
syndrome.

40 Horm Res 2006;65:39-45

Materials and Methods

Subjects

Fasting Study

Seven adult patients with genetically diagnosed PWS, 16 obese
subjects and 42 lean controls were studied (table 1).

Postprandial Study

From the fasting study, 7 patients with PWS, 7 age-sex-BMI-
matched obese non-PWS patients and 7 age-sex-matched lean sub-
jects were chosen for the postprandial study (table 2).

Patients were recruited from the Endocrinology Clinic and in-
formed consent was obtained from them (obese subjects) or their
parents (PWS patients) prior to starting the study. The matched
lean controls were hospital staff who also signed an informed con-
sent. All subjects were Caucasian and their weight was stable for at
least 3 months before inclusion in the study. All males with PWS
were under testosterone replacement for hypogonadism and 3 had
GH deficiency in childhood that had been treated until puberty.
The protocol was approved by the Institutional Ethics Commit-
tee.

Experimental Methods

Subjects were admitted to the Unit at 8 a.m. after an overnight
fast of at least 10 h. After bladder evacuation, anthropometrical
parameters were determined by bioelectrical impedanciometry
(TANITA, body composition analyzer TBF-300). A catheter was
then inserted into the antecubital vein and the line was kept with
saline infusion. Blood samples were drawn for the fasting study.
For the postprandial study blood samples were drawn before and
after a standard liquid meal (Ensure, Abbott Lab, 3,139.5 kJ or

Caixas et al.



Table 2. Characteristics of the subjects that participated in the postprandial study

PWS (n=7) Obese (n = 7) Lean (n =7) D
Sex, M/F 6/1 6/1 6/1 NS
Age, years 24.3+6.7 25.0x4.1 24.1+£6.9 NS
BMI, kg/m? 41.6%12.32 41.1£8.3% 21.5%3.0 0.001
Waist, cm 109.2+45.32 108.1+£31.0% 79.1+£9.2 0.001
Body fat, % 42.7+17.0° 40.4+10.0% 12.3£3.8 0.001
IGF-I, nmol/l 11.5+6.2° 17.2+8.0 25.0+6.9 0.043
Glucose, mmol/l 5.16+0.64 4.61x0.71 5.13+0.91 NS
Insulin, pool/l 57.9+34.6 58.9+27.5 38.6+14.9 NS
Homa-IR 1.84+1.20 1.67+0.79 1.22+0.46 NS
McAuley index 8.73+£1.95 8.43+0.99 10.41£2.27 NS
Cholesterol, mmol/l 4.52+0.95 4.08+0.88 3.75+0.37 NS
Triglyceride, mmol/l 0.87+0.21 0.86+0.27 0.68+0.29 NS
Adiponectin, pg/ml 5.24+2.56 5.99+4.11 6.04+2.28 NS
Glucose AUC, 6 h, mmol/l x min 2,057 +468 1,888+249 1,836+234 NS
Insulin AUC, 6 h, ng/l X min 203 + 86 276+291° 95+45 0.0432
0.045
Triglyceride AUC, 6 h, mmol/l X min 1,865+5582 1,864 +752b 892 +689 0.042;
0.041
Adiponectin AUC, 6 h, mg/l X min 1,755+897 2,219+1,398 2,188 +738 NS

NS = Not statistically significant: ° vs. lean subjects.
Data are shown as mean = SD. One-way analysis of variance (ANOVA) with posthoc multiple comparisons
using Bonferroni correction was used to compare the three groups of subjects.

750 kecal, 53.2% carbohydrate, 30% fat, 16.7% protein) every
15 min for the first hour and every 30 min thereafter. Previous data
using this meal showed good insulin and glucose response in lean
subjects [28]. Plasma was separated and kept at —80°C until pro-
cessed.

Assays were performed using commercially available meth-
ods. Adiponectin was determined by radioimmunoassay (LINCO
Research Inc., St Charles, Mo., USA) with a sensitivity of 1 ng/ml.
Intra- and interassay coefficients of variation were 3.8 and 8.5%,
respectively. IGF-I was measured by two-site, solid-phase, che-
miluminescent enzyme immunometric assay (Diagnostic Prod-
ucts Corp., Los Angeles Calif., USA). The assay demonstrated an
analytical sensitivity of 2.35 nmol/l and showed less than 5%
cross-reactivity with insulin at high concentrations. Interassay
coefficients of variation were 8 and 6.6% for samples with IGF-I
values 6.54 and 21.78 nmol/l, respectively. Insulin was deter-
mined by immunochemiluminescence method (IMMULITE
DPC, Los Angeles, Calif., USA). The antiserum was specific for
insulin with low cross-reactivity with proinsulin (13.3%). Interas-
say coefficients of variation for insulin at 106.9 pmol/l and at
353.7 pmol/l levels were 4.8 and 6.5%, respectively. Glucose was
determined by the oxidase method and lipid parameters by stan-
dard enzymatic methods. We used the homeostatic model assess-
ment (HOMA-IR) [29] and the McAuley index (which includes
insulin and trigyceride in the equation [30]) to estimate insulin
resistance. Area under the curve (AUC) was calculated for insulin,
glucose, triglyceride and adiponectin plasma concentrations by
the trapezoid method.

Postprandial Adiponectin in Prader-Willi
Syndrome

Statistical Analyses

SPSS 11.5 statistical package and the SAS system 8.2 (SAS
Institute Inc., Cary, N.C., USA) were used for data analysis. Gen-
eral Lineal Model for repeated measures with Dunnett’s method
was used to compare mean baseline concentrations with the post-
prandial values in each group of subjects. One-way analysis of
variance (ANOVA) with posthoc multiple comparisons using
Bonferroni correction was used to compare the three groups of
subjects. Spearman’s correlation tests and stepwise multiple re-
gression analyses were also used to evaluate the relationship be-
tween variables. All p values were 2-sided and a p < 0.05 was
considered to be statistically significant. Results were expressed
as mean *+ SD.

Results

Fasting Study

Baseline characteristics of participants are shown in
table 1. Lean subjects showed a lower BMI, waist circum-
ference and % of body fat than the other two groups. IGF-
I levels were lower in PWS patients than in lean subjects.
Fasting glucose, cholesterol and triglyceride were not dif-
ferent between the three groups. Insulin concentrations
and HOMA-IR index were higher and McAuley index

Horm Res 2006;65:39-45 41
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Fig. 1. Percentage of change from baseline
of plasma adiponectin levels after a stan-
dard liquid meal, 3,139.5 kJ or 750 kcal in
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was lower in obese than in lean subjects. Fasting adipo-
nectin levels were lower in PWS patients than in lean
patients (5.24 + 2.56 vs. 8.28 = 4.63 pg/ml, p = 0.041)
but higher than in obese subjects (5.24 *+ 2.55vs. 4.01 *
1.27 pg/ml, p = 0.047). Fasting adiponectin levels were
lower in obese than in lean subjects (4.01 = 1.27 vs. 8.28
+ 4.63 pg/ml, p = 0.036) (table 1).

Postprandial Study

Baseline characteristics of participants are shown in
table 2. PWS patients and the obese group were matched
by age, sex, BMI, waist circumference and % fat. IGF-I
levels were lower in PWS patients than in lean subjects.
Fasting glucose, cholesterol, triglyceride, and insulin con-
centrations as well as HOMA-IR index and McAuley in-
dex were not different between the three groups. Fasting
plasma adiponectin concentrations were similar in the 3

42 Horm Res 2006;65:39-45

groups (PWS: 5.24 + 2.55, vs. obese: 5.99 * 4.11, vs.
lean: 6.04 = 2.28 pg/ml, p = 0.456).

Six-hour-postprandial AUC for insulin and triglycer-
ides were higher for PWS and obese patients when com-
pared to lean subjects, while AUC for glucose did not
differ between the three groups (table 2). After the meal,
adiponectin concentrations in PWS patients decreased
significantly only at time point 240 min (4.52 *+ 2.27 ug/
ml, p =0.041), while in obese or lean subjects no changes
were observed (fig. 1). When the three groups were com-
pared, postprandial adiponectin levels in PWS were sig-
nificantly lower at time point 240 min (4.52 *+ 2.27 pg/
ml) as compared to obese (5.96 + 3.60 pg/ml, p = 0.034)
or lean subjects (6.66 = 2.14 pg/ml, p = 0.001) (fig. 1).
As this postprandial decrease was mild (13.8%), the 6-
hour-postprandial AUC for adiponectin in PWS patients
was not significantly lower (table 2).

Caixas et al.



Correlations

Considering the three groups together, fasting adipo-
nectin correlated negatively with BMI (r = -0.931, p =
0.001), waist circumference (r = -0.698, p = 0.004) and
fasting triglyceride (r = -0.641, p = 0.001) and positively
with the McAuley index (r = 0.588, p = 0.005). Fasting
adiponectin did not correlate with fasting IGF-I levels
and Homa-IR index. In stepwise multiple regression anal-
yses using fasting adiponectin as a dependent variable
and either McAuley index or Homa-IR index and BMI,
% fat and fasting tryglicerides as independent ones, BMI
was the only variable related to fasting adiponectin levels
(2 =0.131, 3 =-0.361, p = 0.003).

Postprandial adiponectin correlated negatively with
postprandial triglyceride, insulin and glucose at different
time points but when stepwise multiple regression analy-
ses were applied, the only independent variable associ-
ated with adiponectin was triglyceride concentration
(2 =0.362, p = -0.743, p = 0.012, at 240").

Discussion

The present study shows that fasting plasma adi-
ponectin levels are lower in PWS than in lean subjects
but they are higher than in obese patients. It also shows
that adiponectin levels mildly decrease after a standard
meal only in PWS. To our knowledge, this is the first
report that evaluates postprandial adiponectin levels in
PWS.

The differences found in fasting adiponectin levels in
the three groups are in agreement with a previous publi-
cation [31] but not with another study [32] that showed
normal fasting adiponectin levels in PWS as compared to
a control group. These differences seem to be related to
body weight rather than to the degree of insulin resistance
since in the multiple regression analysis BMI (and not
HOMA index) was the only variable related to fasting
adiponectin levels.

As adiponectin may stimulate thermogenesis [21],
maintained low adiponectin levels due to a continuous
postprandial suppression could contribute to a low ther-
mogenesis and consequently to a low energy expenditure
and weight gain in this syndrome. However, adiponectin
postprandial decrease was only observed in one time
point and the 6-hour-postprandial AUC for adiponectin
was not significantly lower as compared to the other
groups. Thus, the contribution of postprandial adiponec-
tin levels to the pathogenesis of obesity in PWS patients
is unlikely to be clinically relevant.

Postprandial Adiponectin in Prader-Willi
Syndrome

The absence of change in postprandial adiponectin
levels in the lean control group is in agreement with oth-
er studies carried out with either a standard [17, 18, 26]
or a high-fat [25] meal after 2.5 h [18],3h [17] or 6 h [25]
postprandially. However, studies in overweight subjects
remain controversial. While one study showed a decrease
in adiponectin levels after two different kinds of diets
(high-fat and high-carbohydrate low-fiber diet) in diabet-
ic and nondiabetic patients at 2 and 4 h postprandially
[24], another study reported no effect after 60 min of a
standard breakfast [27]. The different results observed in
these studies may be accounted for by the short duration
of the postprandial study period, the limited number of
patients or the use of different diets for the meal chal-
lenge. Moreover, English et al. [17] observed a postpran-
dial adiponectin increase in 8 of 11 obese patients 3 h
after a standard meal. Our study could not reproduce this
phenomenon in more severe morbidly obese patients, al-
though it was performed with a similar diet, during a lon-
ger period of time and with a higher frequency of sam-
pling. This finding raises the possibility of a different be-
havior of postprandial adiponectin in individuals with
different degrees of obesity.

In order to investigate potential mechanisms by which
adiponectin could be modified postprandially, we ana-
lyzed the relationship between adiponectin and postpran-
dial glucose, insulin and triglyceride concentrations after
the meal. Although a negative correlation between glu-
cose and adiponectin was observed at some postprandial
points, glucose AUC was similar in the three groups and
the decrease in adiponectin only occurred in PWS pa-
tients. Moreover, glucose was excluded in the stepwise
multiple regression model and therefore did not seem to
play an important role in the acute regulation of adipo-
nectin.

Insulin at supraphysiological doses acutely decreased
adiponectin concentrations both in animal and in hu-
man studies using hyperinsulinemic euglycemic clamp
[33]. However, many studies found no relationship be-
tween adiponectin and physiological insulin levels after
ameal [18, 24, 26]. In the present study, although post-
prandial insulin AUC was higher in patients with PWS
than in the control group, it was similar to that of the
obese subjects and adiponectin only decreased in the
former. Additionally, the correlation between insulin
and adiponectin was weak and insulin was excluded in
the multiple regression analyses. Considering all this
information together it seems unlikely that insulin may
act as a suppressor of adiponectin in the postprandial
state in PWS.
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On the other hand, adiponectin has been suggested to
be involved in lipid metabolism [34]. In this study, tri-
glyceride levels correlated negatively with adiponectin
not only at baseline (similarly to other studies [18, 35,
36]) but also during the postprandial state. Besides, tri-
glycerides were the only variable related with adiponectin
in the stepwise multiple regression analyses. Since adipo-
nectin could stimulate lipolysis [ 34], we hypothesised that
there was an interaction between triglyceride and adipo-
nectin levels. However, a recent in vivo study failed to
show any change in adiponectin levels after a short-term
(7 h) infusion of NEFA [37]. Therefore, triglycerides may
not be the main modulator of adiponectin in the post-
prandial state in PWS.

A diurnal variation effect on adiponectin levels [26,
38] is unlikely since the meal challenge was performed
under the same time conditions in the three groups and
the mild decrease was only observed in PWS patients. In
addition, no late morning peak was appreciated in either
group in accordance with other studies [18, 26].

The lower activity of the GH/IGF-I axis seen in PWS
patients did not seem to influence adiponectin levels

since no correlation between fasting adiponectin and
IGF-I levels was observed and an absence of change of
adiponectin levels after GH replacement in this syn-
drome has previously been reported [31].

In summary, this study shows that fasting plasma adi-
ponectin levels in PWS are lower than in lean subjects but
higher than in obese non-PWS patients. It also shows that
adiponectin levels decrease so slightly after a standard
meal that a potential role of postprandial adiponectin in
the pathogenesis of obesity in PWS seems unlikely. More
extensive studies are needed to corroborate this finding.
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Abstract

Aim: Adult subjects with Prader-Willi syndrome [PWS] may show several
conditions that are associated with an activation of innate immunity such as
obesity, deficient GH secretion or hypogonadism. Our aim was to study if obese
adult PWS subjects show an additional low-grade systemic inflammation [LGSI]
in relation to obese adult non-PWS subjects and lean healthy control subjects
before and after a standardized liquid meal.

Methods: Seven obese adult PWS subjects, seven matched obese non-PWS
subjects and seven lean healthy control subjects were studied for 6 hours from the
administration of a standard liquid meal.

Results: Compared to non-PWS, PWS subjects showed higher plasma
concentrations of CRP (p=0.030), C3 (p=0.018), IL-18 (p=0.048) and IL-6
(p=0.041) that persisted postprandially elevated for CRP (p<0.0001), C3
(p=0.015) and IL-18 (p=0.003). TNF-a did not differ between the three groups.
These results were independent from IGF-1 levels, HOMA index, and BMI. In
male subjects with PWS, testosterone levels correlated to IL-18 (r=-0,646,
p=0.041).

Conclusions: Compared to matched non-PWS subjects, the obese PWS subjects
in this study showed an additional LGSI that persisted postprandially and was
independent from BMI, insulin resistance, and deficient GH secretion. However,

in PWS males, high IL-18 levels were related to low testosterone concentrations.



Introduction

Prader-Willi syndrome [PWS] is the most common genetic cause of marked
obesity in humans. It is due to the absence or lack of expression of the
paternally inherited genetic material located in region 15q11-q13 (1,2). The
clinical features are neonatal hypotonia, feeding difficulties, mental
retardation, behavioral problems and some features that suggest hypothalamic
dysfunction, including: exaggerated hyperphagia that leads to early childhood
obesity, sleep disorders, deficient GH secretion, and hypogonadism (3-5).
Individuals with PWS have reduced life expectancy compared to healthy
control subjects due to comorbidities such as sleep apnea, hypertension,
diabetes and cardiovascular problems (5, 6). In most of these comorbidities an
activation of the innate immunity producing a low-grade systemic
inflammation [LGSI] manifested by increased cytokine levels seems to play a
pathogenic role (7-9). Thus, subjects with PWS can present several conditions
that can be associated with LGSI (10,11) such as insulin resistance (although
several reports found that visceral adiposity and insulin resistance in subjects
with PWS is lower than expected for their level of obesity (12-14)), deficient
GH secretion or hypogonadism (15-18). Only few studies have partially
analyzed fasting levels of LGSI in PWS (19-21), which may be important for
the development of comorbidities. We focused the study on these molecules
(C3, IL-18, IL-6,CRP and TNF-a) both in fasting and in postprandial state,
because eating causes a postprandial inflammatory response in healthy and
obese subjects (22, 23) and we found it of interest to evaluate whether PWS
subjects had the same response or not. Therefore, the aim was to study whether
obese adult PWS subjects show an additional LGSI in relation to obese adult

non-PWS subjects and lean healthy control subjects before and after a



standardized liquid meal.

Materials and Methods

Subjects

Seven obese adults with genetically diagnosed PWS (6 male and 1 female), age
23.0 (20.0-26.0) years, BMI 34.5 (33.3-56.5) Kg/mz) and seven age-sex-BMI
matched obese adults without PWS were recruited from an Endocrinology Clinic.
The genetic tests showed 6 paternal deletion in 15q11-q13 and one maternal
uniparenteral disomy of chromosome 15. Informed consent was obtained from
each (obese subjects) or their parents (PWS subjects) prior to starting the study.
The matched lean control subjects were hospital staff who also signed an
informed consent. All subjects were Caucasian and their weight had been stable
for at least 3 months before inclusion in the study. All males with PWS were
under testosterone replacement for hypogonadism (doses were always lower than
required so as to avoid secondary effects), as an average, testosterone enanthate
100 mg/4 weeks was administered. Three subjects had been treated with GH until
puberty. None of the subjects had any other known conditions that modify plasma
inflammatory markers (e.g. acute or chronic inflammatory or infectious diseases,
alcohol intake or smoking) or had received antiplatelet, antihypertensive, anti-
inflammatory or lipid-lowering treatment. None of them had diabetes mellitus
(American Diabetes Association criteria) (24) or clinically proven cardiovascular
disease. The study protocol was approved by the Local Ethics Committee and was

conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki.



Methods

Subjects were admitted into the Clinic at 08:00 h after an overnight fast of at
least 10 hours, two weeks after the monthly testosterone injection in males.
Anthropometrical parameters were determined by a bioelectrical impedance
analysis (TANITA, body composition analyzer TBF-300): weight, height and
body mass index (BMI). Waist circumference was measured at the midpoint
between the lower border of the rib cage and the iliac crest. Blood samples
were drawn, before and 60, 120, 240 and 360 minutes after a standard liquid
meal (Ensure HN®, Abbott Lab, 750 Kcal 55% carbohydrate, 30% fat, 15%
protein). This meal was selected based on previous studies that reported a good
glucose, insulin and triglyceride postprandial response (25, 26). All venous
blood samples were collected on ice and spun at 4°C. Aliquots of Plasma and
serum were stored at -70°C until processing.

Plasma TNF-o was determined by high sensitivity Tumour Necrosis Factor-
Alpha Human Biotrak ELISA System (Amersham Biosciences, UK). Plasma
IL-6 by high sensitivity ELISA Kit (R&D Systems, USA). IL-18 by Human
IL-18 ELISA kit (MBL, Japan). CRP and serum C3 by immunonephelometry
(Dade Bering, USA).

IGF-I was measured by two-site, solid-phase, chemiluminescent enzyme
immunometric assay (Diagnostic Products Corp., Los Angeles CA, USA).
Insulin was determined by immunochemiluminescence method (IMMULITE
DPC, Los Angeles, CA). Total testosterone was determined by a commercial
RIA (DPC, Los Angeles CA, USA). Glucose was determined by the oxidase
method and lipid parameters by standard enzymatic methods. Intra and
interassay coefficients of variation for all the determinations were less than

10%.
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We used the homeostatic model assessment (HOMA-IR) to estimate insulin

resistance (calculated as fasting insulin (mU/l) x fasting glucose (mmol/l) all
divided by 22.5. The cut-off for insulin resistance > 2.5) (27). Six-hour-
postprandial area under the curve (AUC) was calculated for insulin,
triglyceride and glucose concentrations and all the pro-inflammatory cytokines
by the trapezoid method. The increment of the AUC (IAUC) was calculated
subtracting the area corresponding to the baseline value from the total AUC. In
order to avoid confounders, all statistical analyses which involved testosterone
levels were performed only with male subjects in each group.

Statistical analyses

The SPSS/PC+ statistical package 11.5 for Windows (Chicago, IL, USA) and the
SAS system 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) were used for data analysis.
General Lineal Model for repeated measures with Dunnet’s method was used to
compare mean baseline concentrations with the postprandial values in each group
of subjects. Longitudinal analyses using a mixed-effects model (28) were
performed to compare postprandial pro-inflammatory cytokines behavior between
groups. When values were normally distributed, one-way analysis of variance
(ANOVA) with posthoc multiple comparisons using Bonferroni correction was
used to compare other variables between the three groups of subjects. Otherwise,
a Kruskall-Wallis test followed by a Mann-Whitney rank sum test with
Bonferroni correction were used. To assess the relationship between variables,
linear regression analyses were performed using Spearman’s correlation on ranks.
All p values were 2-sided and a P value < 0.05 was considered statistically

significant. Results are presented as median and interquartile range.

Results



Baseline characteristics of subjects are shown in Table 1.

Fasting study

Both obese subjects with and without PWS showed similar fasting concentrations
of glucose, total cholesterol, triglyceride and insulin as well as similar insulin
resistance assessed by HOMA-IR than the control group. Male subjects with PWS
presented significantly lower serum concentrations of total testosterone compared
to lean and obese subjects. PWS subjects also presented lower IGF-I levels
compared to lean subjects (Table 1).

Both obese subjects with and without PWS showed higher plasma concentrations
of some inflammatory markers when were compared to lean controls (Table 1).
Moreover, compared to obese non-PWS subjects, PWS subjects showed higher
plasma concentrations of C3, IL-18, IL-6, and CRP, indicating an additional LGSI
in PWS subjects. TNF-a did not differ between the three groups (Table 1). No
differences in cytokine levels were observed between PWS patients who had been
treated with GH during childhood and those who had not (data not shown).
Postprandial study

After the meal challenge, C3 persisted elevated in PWS (p=0.015), while in
obese subjects, it initially decreased (11.5%) at 120’ (p=0.0245) and then
reached baseline values again at 240’. In lean control subjects, the postprandial
changes were not significant (Figure la). Although IL-18 levels, persisted
more elevated in PWS than in the other groups (p=0.003), they tended to
decrease postprandially in the three groups at 120’ being statistically
significant only in the lean group (p=0.046) (Figure 1b). IL-6 did not change
significantly postprandially in PWS and in the other two groups it increased at

360’ (obese p=0.012 and lean p=0.05) (Figure Ic). Postprandial CRP (Figure
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1d) and TNF-a (Figure le) were not modified in either group and CRP

persisted elevated in PWS subjects in relation to the other groups (p<0.0001).

The AUC for glucose was similar in the three groups (Table 2). The AUC for
insulin and triglycerides in PWS and obese subjects were higher than those of
lean subjects. The AUC for C3 was higher in obese subjects either with or
without PWS as compared to lean subjects. The AUC for IL-18 and CRP were
higher in PWS subjects as compared to both obese and lean subjects. The AUC
for IL-6 and TNF-o in the three groups did not differ. To avoid the influence
of the baseline values on the postprandial curves, the IAUC was measured and
no differences were observed between groups for any cytokine, only
triglycerides and insulin showed a significant increment in PWS and obese
subjects compared to lean subjects (Table 2) .

Correlations

C3 correlated with BMI and waist circumference in obese subjects (BMI: r=0.877,
p=0.026, waist: 1=0.645, p=0.032) and lean subjects (BMI: r=0.895, p=0.014,
waist: 1=0.777, p=0.023), but this relationship was lost in subjects with PWS.

In PWS males, testosterone levels correlated to IL-18 (r=-0,646, p=0.041), while

the correlation to CRP approached significance (r=-0.665, p=0.05).

Discussion

This study shows that obese adults with PWS have a higher LGSI in the fasting
state that persists postprandially in relation to obese adults without PWS with a
similar level of insulin resistance and plasma concentrations of IGF-I.
Furthermore, this study also suggests that in PWS males elevation of IL-18 was
related to low testosterone levels. So far, three other studies have partially studied

fasting LGSI in PWS subjects. One supports our results (higher CRP levels in



10
PWS subjects than in non-PWS obese subjects) (19), another showed no

differences in CRP levels between obese PWS and non-PWS subjects (20) and the
third one found high CRP and IL-6 levels as compared to normal range, which
decreased after GH treatment (21).

The present study is the first to evaluate postprandial LGSI in PWS subjects. They
did not respond differently to the meal from obese or lean subjects and fasting
levels tended to be maintained. The cytokines that were higher at fasting in both
obese patients with and without PWS, (C3, IL-6) or in PWS versus obese non-
PWS (IL-18, CRP), persisted higher after the meal. This fact is important since it
suggests that a standard meal does not worsen the level of cytokines. Other types
of diet should be tested in order to evaluate the influence of diet composition on
the inflammatory response in this kind of patients (29).

A LGSI has been described in several conditions associated with insulin
resistance (8, 9, 30, 31-36). Our study challenges the role of insulin resistance or
obesity per se in the higher LGSI found in subjects with PWS, because, at the
same degree of obesity, insulin resistance was similar in obese PWS and non-
PWS subjects and in the lean control subjects. Moreover, the positive correlation
seen between BMI and waist circumference with C3 in obese and healthy subjects
was lost in the PWS group and TNF-alpha, a cytokine secreted by visceral
adipose tissue, did not differ between groups, indicating that inflammation is less
related to obesity in this syndrome. This is not surprising, as evidence suggests
that PWS subjects show even lower insulin resistance than their obese non-PWS
controls and a healthier metabolic profile than simply obese patients (12, 13, 37,
38). Therefore, the metabolic consequences of the increased fat in PWS may be

less important than previously believed.
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We found other disturbances that could play a pathogenic role in the LGSI in

this syndrome. First of all, they frequently present hypogonadism that has been
associated with a LGSI (17) and could account for the differences in inflammatory
markers between PWS and non-PWS obese subjects. In our study, all males with
PWS were treated with low parenteral testosterone doses, therefore showing
significantly lower serum testosterone concentrations (at the midway between two
injections) than obese non-PWS subjects. Moreover, a negative correlation
between IL-18 and testosterone levels was found. Taking into account that
elevated levels of IL-18 have been shown to predict cardiovascular disease (39)
and to be associated with the metabolic syndrome (35) and type 2 diabetes (9), our
results suggest that male patients with PWS should be treated with a full dose
testosterone to reduce IL-18. Further studies are needed to corroborate this
suggestion. Secondly, growth hormone deficiency has also been related to
increased LGSI in both fasting and postprandial states (15, 16, 18). Regarding this
deficiency, subjects with PWS in the present study had lower IGF-I levels than
the lean control subjects but did not significantly differ from those in obese non-
PWS subjects, and no correlation between IGF-I and any of the inflammatory
markers was observed. We did not find any differences in cytokine levels between
patients who had been treated with GH during childhood and those who had not.
However, the relatively low number of subjects with PWS evaluated does not rule
out a possible pathogenic role of low plasma IGF-I concentrations in the increased
LGSI seen in PWS.

Moreover, at least another two factors that were not evaluated in the present study
could account for the higher LGSI observed in subjects with PWS. First of all,
subjects with PWS are at higher risk of having nocturnal breathing disorders than

obese non-PWS subjects (20), and these disorders have been associated with a
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LGSI (38, 40). Secondly, subjects with PWS, show a deficiency in the

activation of the parasympathetic system (41). This deficiency could explain the
higher level of LGSI in PWS, because parasympathetic system is now considered
an anti-inflammatory system.

In summary, compared to matched non-PWS subjects, the obese PWS subjects in
this study showed an additional LGSI that persisted postprandially and was
independent from BMI, insulin resistance, and deficient GH secretion. However,
in males with PWS, the low testosterone levels could be related to the high IL-18
concentrations. This inflammation could contribute to the pathogenesis of the
comorbidities accompanying PWS subjects or be their consequence. Further
studies should be undertaken to fully evaluate the causes of this higher LGSI in

subjects with PWS.
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Legend to Figure 1
Baseline and postprandial cytokine levels in PWS (@), obese (A ) and lean (m) subjects

Footnotes to Figure 1

a: © p<0.005 PWS vs. obese subjects, ©p<0.005 PWS vs. lean subjects, P p<0.005 obese
vs. lean subjects, ' p=0.0245 in obese subjects time 120’ vs. time 0’

b: £ p<0.05 PWS vs. obese subjects, © p<0.05 PWS vs lean subjects, ¢ p=0.0457 in lean
subjects time 120’ vs. time 0’

c: £ p<0.05 PWS vs. obese subjects, © p<0.05 PWS vs. lean subjects, P p<0.05 obese vs.
lean subjects, * p <0.05 in obese patients and in lean subjects time 360’ vs. time 0’

d: £ p<0.005 PWS vs. obese subjects, © p<0.005 PWS vs lean subjects.

e: Non-significant differences
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Table 1: Baseline characteristics of PWS and obese non-PWS subjects and the lean

controls evaluated

PWS (n=7) Obese (n=7) Lean (n=7) P
Sex (M/F) 6/1 6/1 6/1 NS
Age (years) 23.0 (20.0-26.0) 26.0 (23.0-27.0) 23.0 (21.0-26.0) NS
BMI (Kg/m®) 34.5 (33.3-56.5) ¢ 43.9 (32.8-48.0)° 20.3 (18.9-25.1) £0.001
Waist (cm) 102.2 (91.0-112.5) % 101.3 (92.2-111.1)° 70.3 (66.2-81.4) £0.001
Body fat (%) 47.0 (33.5-47.7) ¢ 42.3 (31.8-44.8)P 10.8 (8.80-16.5) £0.001
Glucose (mmol/l) 4.94 (4.61-5.94) 4.61 (4.33-5.17) 5.05 (4.39-5.72) NS
Insulin (pmol/l) 43.0 (24.4-79.6) 45.2 (35.2-94.7) 41.6 (20.8-50.2) NS
Homa-IR 1.45 (0.83-2.56) 1.57 (0.98-2.54) 1.34 (0.88-1.59) NS
Cholesterol (mmol/l) 4.32 (3.02-5.40) 4.00 (3.01-5.60) 3.62 (3.21-4.01) NS
Triglyceride (mmol/l) 0.88 (0.73-1.07) 0.91 (0.72-0.97) 0.56 (0.47-1.09)) NS
Testosterone (nmol/l) " 5.04 (1.41-832)% 13.0 (9.17-25.3) 23.1(19.6-28.9) £0.009
£0.035
IGF-I (nmol/l) 10.3 (7.63-12.3) ¢ 15.8 (13.2-17.9) 24.9 (17.2-31.5) £0.043
C3 (mg/dl) 120.0 (97.4-135.0) ¢ 110.0 (91.2-120.0) 86.4 (79.4-93.1) £0.007
“0.018
0.004
IL-18 (pg/ml) 274.7 (179.7-332.1) ¥ 172.3 (122.5-295.0)  196.1 (144.4-240.9) £0.044
£0.048
IL-6 (pg/ml) 2.09 (1.40-3.86)*  1.75 (1.09-2.68) 0.61 (0.56-2.37) £0.028
£0.041
0.048
CRP (mg/l) 14.1 (8.14-26.6) ** 3.37 (2.79-9.48) 0.65 (0.36-4.85) £0.007
£0.030
TNF (pg/ml) 0.10 (0.08-0.17) 0.13 (0.13-0.16) 0.14 (0.05-0.19) NS

NS: Not statistically significant, " Excluding women, * PWS vs. lean subjects, » Obese vs.

lean subjects, * PWS vs. obese subjects.



20

Table 2: Postprandial 6-hour-AUC (AUC) (above) and Increment of 6-hour-AUC (IAUC)

(below) for different variables in the three groups studied

PWS (n=7)

Obese (n=7)

Lean (n=7)

P

Glucose (mol/Ixmin)

Insulin (nmol/Ixmin)

Triglyceride (mol/Ixmin)

C3 (g/dl x min)

IL-18 (ng/ml x min)

IL-6 (ng/ml x min)

CRP (g/1 x min)

TNF (pg/ml x min)

1.89 (1.67-2.5)

0.22 (-0.09-0.38)
197.2 (186.6-263.4)
183.7 (142.3-258.2)"

2.14 (1.60-2.18)*
1.73 (1.31-1.90)*

45.0 (34.0-46.7) *
-1.11 (-7.92-0.89)

95.1 (67.6-114.5) ¢

-5.03 (-9.63-(-2.85))
0.74 (0.64-1.80)
0.02 (-0.15-0.26)
5.95 (3.18-8.64)*¢
-0.03 (-0.93-0.48)

46.2 (33.6-103.4)
8.44 (2.81-38.08)

1.76 (1.67-2.18)
0.20 (0.01-0.44)

158.5 (127.6-296.9)°
124.4 (93.7-285.8) P
1.89 (1.05-2.69)°
1.57 (0.90-2.23)°

35.8 (32.1-42.1)°

-1.74 (-4.24-(-0.72))
55.4 (49.3-75.5)
-7.33 (-25.87-5.18)

0.97 (0.67-1.95)
0.61 (0.16-1.24)
1.35 (0.78-3.08)
-0.06 (-0.33-0.08)

52.3 (37.6-57.9)
8.71 (-8.11-18.99)

1.79 (1.69-2.08)
0.02 (-0.12-0.17)
93.3 (66.7-116.5)
78.3 (59.2-98.4)

0.72 (0.49-1.15)
0.50 (0.32-0.75)

30.4 (27.0-33.0)
-1.82 (-4.08-1.70)

60.6 (49.5-78.1)
-5.62 (-9.52-(-5.32))

0.58 (0.29-1.14)
0.12 (-0.16-0.65)
0.24 (0.18-0.25)
-0.01 (-0.05-0.29)

41.3 (25.5-52.8)

NS
NS

£0.043 P0.045
£0.004 P0.044
£0.042 P0.041
£0.035%0.018
£0.002 P0.026
NS
£0.026 £0.043
NS
NS
NS
£0.011 £0.010

NS
NS

-2.62 (-22.82-18.67) NS

£ PWS vs. lean subjects, ? Obese vs lean subjects, “PWS vs. obese subjects. NS: Not

statistically significant
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Figure 1
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11. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DEL SINDROME DE PRADER-WILLI
Criterios mayores
1. Hipotonia cental neoatal e infantil con dificultad para la succién, que mejora
gradualmente con la edad
2. Problemas para la alimentacion en la infancia con necesidad de técnicas especiales,
y dificultad para ganar peso
3. Ganancia rapida o excesiva de peso después de los 12 meses de edad pero antes de
los 6 afios; obesidad central en ausencia de intervencion.
4. Fenotipo facial caracteristico con dolicocefalia en la infancia, frente estrecha, ojos
almendrados, boca aparentemente pequefia con un labio superior fino, y comisura de
los labios hacia abajo (se requieren 3 o mas).
5. Hipogonadismo con cualquiera de las siguientes caracteristicas, dependiendo de la
edad:
a. Hipoplasia genital (nifio: hipoplasia escrotal, criptorquidia, pene y/o testes
pequefios para la edad (<5% percentil); nifia: ausencia o hipoplasia grave de los
labios menores y/o clitoris)
b. Maduracién gonadal retrasada o incompleta con retraso de los signos puberales
en ausencia de intervencion después de los 16 afios de edad (hombre: génadas
pequeiias, escaso vello facial y corporal, ausencia de cambio en la voz; mujer:
amenorrea/oligomenorrea después de los 16 afios)
6. Retraso global del desarrollo en menores de 6 afios; retraso mental moderado a
partir de los 6 afios.
7. Hiperfagia y/o obsesion por la comida

8. Delecion 5q11-13 u otros defectos genéticos que incluyen disomia materna
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Criterios menores

1. Movimientos fetales disminuidos o letargia infantil o llanto débil en la infancia, que
mejora con la edad

2. Problemas caracteristicos de comportamiento: rabietas, arranques violentos y
comportamiento obsesivo-compulsivo, tendencia a discutir, disconforme, inflexible,
manipulador, posesivo y terco; tenaz, ladrén y mentiroso (se requieren 5 o mas de
estos sintomas).

3. Alteraciones del suefio o apneas del suefio

4. Talla baja a los 15 afios para su potencial genético (en ausencia de tratamiento con
hormona de crecimiento)

5. Hipopigmentacién (en comparacion con su familia)

6. Manos y/o pies pequefios para su edad

7. Manos estrechas

8. Anomalias oculares (estrabismo, miopia)

9. Saliva espesa y viscosa con costras en las comisuras de la boca

10. Defectos en la articulacion de las palabras

11. Rascarse la piel

Datos de apoyo (aumentan la certeza pero no puntian)

1. Umbral alto al dolor

2. Escasa tendencia al vomito

3. Temperatura inestable en la infancia o sensacién de temperatura alterada en nifios
mayores o adultos

4. Escoliosis y/o cifosis

5. Adrenarquia prematura

6. Osteoporosis
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7. Habilidad inususal con los rompecabezas

8. Estudios neuromusculares normales

PUNTUACION: Los criteros mayores cuentan 1 punto. Los criterios menores cuentan
medio punto. Para nifios de 3 afios de edad o menos: se requieren 5 puntos para el
diagnostico, 4 de los cuales han de ser de criterios mayores. Para nifios de mas de 3

afios: se requiere un total de 8 puntos, y 5 o mas puntos deben ser de criterios mayores.
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12. ANEXO:
“Los niveles de ghrelina circulantes en la disfuncion tiroidea estan relacionados
con la resistencia a la insulina, y no con el hambre, la ingesta o los parametros

antropométricos”
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Abstract

Objective: Ghrelin is a gastric peptide that plays a role in appetite stimulation, energy balance and
possibly in insulin resistance. Hyperthyroidism is a situation where negative energy balance and insu-
lin resistance coexist, while in hypothyroidism a positive energy balance and normal insulin sensi-
tivity predominate. We investigated ghrelin levels and their relationship with hunger, food intake
and both anthropometric and insulin resistance parameters in patients with thyroid dysfunction.
Design and methods: We studied 24 hyperthyroid and 17 hypothyroid patients before and after normal-
isation of thyroid hormone levels and their respective body mass index (BMI)-matched control group.
We measured plasma ghrelin levels, homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
index, a hunger score, mean three-day calorie intake and anthropometric parameters.

Results: In hyperthyroidism, HOMA-IR index was higher (3.21+0.60 vs 1.67=0.15mM mU/];
P=0.014, t test for independent data) and ghrelin levels were lower (463.6%+36.4 vs
561.1=32.1 pg/ml; P = 0.041, Mann—Whitney U-test) than in its control group and both normal-
ised after treatment (HOMA-IR: 2.280.38 mM mU/l; P = 0.106, t test for independent data, and
ghrelin: 539.7+t45.4pg/ml; P = 0.549, Mann—Whitney U-test). Glucose, as a component of
HOMA-IR index was the only predictor for ghrelin levels (B = —0.415, P = 0.044, stepwise multiple
regression analysis). In hypothyroidism, HOMA-IR index and ghrelin levels were similar to those in its
control group both before and after treatment. In both thyroid dysfunction states, no correlations
were observed between changes in ghrelin levels and in free T4, free T3, anthropometric parameters,
total calorie intake and hunger score.

Conclusions: In thyroid dysfunction states, ghrelin levels seemed to be in relation to insulin resistance
and not to energy balance and food intake regulation, as seen in other physiological and pathological
states.

European Journal of Endocrinology 153 73-79

Introduction

Ghrelin is a novel enteric hormone that increases food
intake, body weight and, growth hormone (GH)
secretion as potently as any known peptide (1-6). A
preprandial rise in plasma ghrelin levels suggests a
role in meal initiation in humans (7). It has been
suggested that ghrelin is one of the peripheral hor-
mones, together with leptin, insulin and glucocorti-
coids, which permit the central regulation of energy
balance. It is thought that these peripheral hormones
exert their effects on energy homeostasis either by acti-
vating or inhibiting the activity of the orexigenic or
anorexigenic peptides within the hypothalamus (8).

© 2005 Society of the European Journal of Endocrinology

Ghrelin stimulates food intake through the activation
of neuropeptide Y (NPY)/agouti-related protein
(AGRP) producing neurons (9).

In states of positive energy balance such as obesity or
the postprandial state, ghrelin concentrations are sup-
pressed (10—12) and, conversely, they are increased
(13) in negative energy balance states such as anorexia
nervosa. It appears that insulin may suppress circulat-
ing ghrelin levels (14—16) and that there is an inverse
association between ghrelin and insulin resistance
(17, 18).

Thyroid dysfunction is associated with changes in
body weight, food intake and energy expenditure.
Hyperthyroid patients usually experience a decrease

DOI: 10.1530/eje.1.01934
Online version via www.eje-online.org
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in body weight in spite of hyperphagia and thyroid hor-
mone excess induces appreciable insulin resistance,
while hypothyroidism is associated with weight
increase and normal insulin sensitivity (19-22).

Data about ghrelin levels in human thyroid dysfunc-
tion are limited. To date, only one study has been per-
formed in a small number of patients with
hyperthyroidism, which reported suppressed circulating
ghrelin levels despite being in a negative energy balance
state (23). In this study food intake was not evaluated.
On the other hand there is no information available on
hypothyroid patients. Therefore, to elucidate the poten-
tial role of ghrelin in the regulation of food intake and
energy balance during thyroid dysfunction, we have
evaluated fasting plasma ghrelin levels in both hyper
and hypothyroidism before and after normalisation of
thyroid function and its relationship with hunger, caloric
intake, and both anthropometric and insulin resistance
parameters.

Subjects and methods

The study was performed in 41 patients with thyroid
dysfunction recruited from the outpatient clinic of the
Diabetes, Endocrinology and Nutrition Unit (Institut
Universitari Parc Tauli, Sabadell, Spain). Forty-five
euthyroid subjects served as the control group. The
diagnosis of hyperthyroidism or hypothyroidism
was based on clinical assessment and biochemical find-
ings (free T4 (FT4), free T3 (FT3), and thyrotropin
(TSH)).

The hyperthyroid group consisted of 24 patients (19
women and five men, mean age 42.7=*2.7 years). The
aetiology of the hyperthyroidism was Graves’ disease
(n=23) and toxic multinodular goitre (n = 1). The
hypothyroid group consisted of 17 women (mean age
46.9*3.7 years) and the aetiology of the hypothyroid-
ism was chronic autoimmune thyroiditis (n = 6), radio-
iodine therapy (n = 6), withdrawal of thyroid hormone
therapy before a total body scan for papillary thyroid
carcinoma (n = 3), non-autoimmune hypothyroidism
(n = 1) and postpartum thyroiditis (n = 1).

The control group consisted of 45 euthyroid subjects,
of which 25 (21 women and four men, mean age
40.2*2.4 years) matched for body mass index (BMI)
served as control group for hyperthyroidism, and 20
women (mean age 43.7+3.2 years) also matched for
BMI served for hypothyroid patients.

Patients were evaluated at the time of diagnosis and
after normalisation of thyroid function (at least normal
FT4 for hyperthyroidism and both normal FT4 and
TSH for hypothyroidism) with appropriate medical
therapy. Hyperthyroid patients were treated with meti-
mazol. L-thyroxine was prescribed to hypothyroid
patients to establish biochemical euthyroidism. Healthy
subjects were tested once. All participants were admitted
to the Endocrine Unit (Institut Universitari Parc Tauli) in

www.eje-online.org
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the morning between 0800 h and 0900 h after a 12h
overnight fast. We  performed a complete
physical examination, including the measure of the
waist-to-hip ratio and body composition by bioelectrical
impedanciometry after emptying the urine bladder.
Blood samples were obtained to measure serum concen-
trations FT4, FT3, TSH and plasma ghrelin concen-
trations. Thyroid peroxidase autoantibodies (TPOAbs),
thyroid-stimulating immunoglobulins and other labora-
tory and complementary investigations were carried out
in patients with thyroid dysfunction as part of the diag-
nostic work-up. Participants with thyroid dysfunction
were asked to record their food intake over a period of 3
days in the week following the study (one at the weekend
and two on consecutive working days) and hunger was
evaluated using 100-mm visual analog scale preceded
by the question ‘Do you feel hungry?’. The scale was
anchored with ‘not at all’ and ‘extremely’ at the left
and right ends, respectively. The distance from the
extreme left to the subject’s vertical dash represented
the rating score, expressed in mm as previously described
(24). All the subjects were interviewed by a dietician
about their food intake. Macronutrient composition
and daily calorie intake were calculated with the use of
food composition tables (Diet Source 2.0, Novartis
Consumer Health, S.A. Barcelona, 1977-2003, www.
novartismedical nutrition.com.es).

Body composition was measured by bioelectric impe-
danciometry (body composition analyzer TBF-300,
TANITA, Tokyo, Japan).

The homeostasis model assessment of insulin resist-
ance (HOMA-IR) index was calculated using fasting
insulin and glucose concentrations as previously
described (25).

Blood samples were processed immediately and the
plasma and serum was stored at — 80 °C until assayed.
Human plasma ghrelin was measured with a commer-
cially available RIA (Phoenix Pharmaceuticals, Inc,
Belmont, CA, USA) which measures total circulating
ghrelin concentrations. The intra- and interassay coef-
ficients of variation were 6.2% and 9.0% respectively.
TSH, FT4 and FT3 were measured by commercially
available electrochemiluminiscence immunoassays
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
Interassay coefficients of variation were 8.7%
at 0.034 pU/ml and 3.6% at 3.96 pU/ml for TSH;
3.5% at 0.68ng/dl and 3.3% at 3.95ng/dl for FT4
and 2.8% at 1.86pg/ml and 2.7% at 12.7 pg/ml for
FT3.

Insulin was determined by an immunochemilumi-
nescence method (IMMULITE DPC, Los Angeles, CA,
USA). The antiserum is specific for insulin with a low
cross-reactivity for proinsulin (13.3%). Interassay coef-
ficients of variation at 14.9 wU/ml and 49.3 pU/ml
levels were 4.8% and 6.5% respectively. Glucose was
determined by the oxidase method.

The local Ethics Committee approved the study pro-
tocol and all subjects gave written informed consent.
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Statistical analysis

Data are shown as the means=*s.e.M. Kolmogorov—
Smirnov test was used to test data for normal
distribution. When the variables did not normally dis-
tribute, Mann—Whitney U-test was used for compari-
son of data between groups and Wilcoxon signed-
rank test was used to compare data before and after
treatment. For normally distributed data, ¢ tests for
independent or paired data were used for the same pur-
poses. Correlations between variables were assessed
using Spearman’s correlation analysis. Stepwise mul-
tiple regression analysis was also performed to find
which variables predicted ghrelin levels. A value of
P < 0.05 was considered statistically significant. All
calculations were carried out using SPSS 11.5 for Win-
dows (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA).

Results

Body composition and anthropometric
measures

At baseline, patients and their respective control groups
were comparable by age, waist-to-hip ratio, BMI and %
of body fat (Tables 1 and 2).

After therapy, hyperthyroid patients gained an aver-
age of 1.9 kg of body weight with a significant increase
in BMI, fat mass and waist-to-hip ratio (Table 1).
Hypothyroid patients showed a significant decrease in
weight with an average of 2 kg and a decrease in BMI
without changes in % of body fat or waist-to-hip ratio
(Table 2).

Thyroid function

The hyperthyroid group showed inhibited serum TSH
concentrations and high serum levels of FT4 and/or
FT3; while the hypothyroid group showed elevated
serum TSH concentrations with low levels of FT4
which normalised after therapy (Tables 1 and 2). The
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mean time required to normalise thyroid function was
5.56*0.72 months for hyperthyroid patients and
7.70%0.66 months for hypothyroid patients.

Glucose and insulin concentrations and
HOMA-IR:

Hyperthyroid patients showed higher fasting glucose
and insulin levels and higher HOMA-IR than their con-
trols. After normalisation of thyroid hormone levels, glu-
cose and HOMA-IR decreased to the normal range
(90.2*+3.2mg/dL. vs 82.9*+1.8mg/dL, P =0.06
and 2.28*+0.38 mMmU/l vs 1.67x0.15mMmU/],
P = 0.106 respectively); however, no changes in insulin
concentrations were observed (Table 1).

Hypothyroid patients did not show differences in fast-
ing glucose, insulin or HOMA-IR compared with their
control group, but there was a mild increase of insulin
levels after therapy without changes in glucose or
HOMA-IR (Table 2).

Three day food-intake record and hunger score

Hyperthyroid patients showed a greater food intake
before treatment than controls (2537.4%+165.5 vs
1972.8+115.3kcal; P=0.021) without differences
in the percentage of carbohydrates, proteins or lipids
(39.9%, 15.7% and 44.4% vs 40.3%, 14.8% and
44.9% respectively) and a significant decrease in food
intake after treatment (2234.7+116.7 kcal;
P =0.026) also without differences in the percentage
of carbohydrates, proteins or lipids (40.8%, 15.1%
and 44.1%). Before treatment, hypothyroid patients
showed no differences in food intake (1781.9£106.8
vs 1988.4+102.4 kcal; P = 0.57) or in the proportion
of macronutrients (40,2%, 16.9% and 42,9% vs
39,8%, 15,6% and 44.6%) as compared to the control
group. After treatment, no changes were observed in
both parameters (1901.9%=116.0kcal, P = 0.48;
41,6%, 16.0% and 42.4%).

Table 1 Anthropometric and biochemical characteristics of hyperthyroid patients before and after treatment, and their control group.

Patients with hyperthyroidism (n = 24)

Before therapy After therapy Hyperthyroid control group (n = 25)
BMI (kg/m?) 26.1+1.2 26.7+1.2% 26.0+0.9
WHR 0.80=0.01 0.83+0.01% 0.81%0.01
% body fat mass 30.9+£1.6 32.2+1.6° 31.2+1.8
Glucose (mg/dl) 96.3+3.84 90.2+3.22 82.9+1.8
Insulin (U/ml) 12.8+2.0° 12.2+1.5° 8.0+0.6
HOMA-IR index 3.21+0.60° 2.28+0.38% 1.67+0.15
TSH (nU/ml) 0.01+0.00¢ 1.54+0.34° 2.35+0.16
FT4 (ng/dl) 3.24+0.33° 1.0720.04° 1.18+0.03
FT3 (pg/ml) 15.5+2.24¢ 4.79+0.26° 5.16+0.12
Ghrelin (pg/ml) 463.6+36.4° 539.7+45.42 561.1+32.1

Values are means=*s.E.M. 2P < 0.05, °P < 0.001, before vs after therapy; °P < 0.05, °P < 0.001, patients vs control group. BMI, body mass index;
HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin resistance index (mM mU/l); WHR, waist-to-hip ratio.
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Table 2 Anthropometric and biochemical characteristics of hypothyroid patients before and after treatment, and their control group.

Patients with hypothyroidism (n= 17)

Before therapy After therapy Hypothyroid control group (n = 20)
BMI (kg/m?) 28.5+1.0% 27.7%1.1 27.2+1.2
WHR 0.83%0.01 0.84+0.01° 0.79+0.01
% body fat mass 37.9%£1.3 37.6£1.2 35.7£1.5
Gilucose (mg/dl) 86.6+2.7 85.6+1.4 86.0+2.1
Insulin (wU/ml) 11.3+1.4% 13.5+1.1°¢ 9.9+1.1
HOMA-IR index 2.46+0.31 2.73%£0.31 2.15*+0.29
TSH (wU/ml) 119.0+20.6¢ 2.10+0.19° 1.84+0.23
FT4 (ng/dl) 0.24+0.06° 1.29+0.07° 1.18+0.03
FT3 (pg/ml) 1.88+0.28¢ 4.32+0.22° 4.78+0.17
Ghrelin (pg/ml) 561.6+49.9 590.2+35.0 593.8+55.1

Values are means=*s.e.M. 2P < 0.05, °P < 0.001, before vs after therapy; °P < 0.05, 9P < 0.001, patients vs control group. BMI, body mass index;
HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin resistance index (mM mU/l); WHR, waist-to-hip ratio.

At baseline, hyperthyroid and hypothyroid patients
presented the same hunger score as their respective
control group (5.33%£0.46 vs 5.64*+0.44, P =0.53
and 4.82+0.49 vs 5.41*+0.63, P=0.94), and
remained unchanged after treatment, in both
hyperthyroid (5.18+0.35, P = 0.69) and hypothyroid
(5.56+0.36, P = 0.15) patients.

Ghrelin concentrations

In hyperthyroid patients, fasting ghrelin levels were sig-
nificantly lower than in their control group
(463.636.4 vs 561.1x32.1pg/ml; P =0.041).
After normalisation of thyroid hormones, ghrelin con-
centrations increased up to the normal range
(539.7%45.4 pg/ml; P = 0.549) in spite of the increase
in BMI, waist-to-hip ratio and % of body fat described
above (Fig. 1A). In patients with hypothyroidism, ghre-
lin levels were similar to those of their control group
both before (561.6%49.9 vs 593.8£55.1pg/ml;
P =0.672) and after (590.2+35.0 pg/ml; P = 0.958)
treatment although BMI decreased (Fig. 1B).

Correlations

In hyperthyroidism, before treatment, ghrelin corre-
lated negatively with BMI (r = —0.520, P = 0.009),
insulin (r = —0.410, P = 0.046) (Fig. 2A) and glucose
(r=-—0.515, P=10.01) (Fig. 2B) concentrations and
the HOMA-IR index (r = —0.462, P = 0.023). No cor-
relations were observed between ghrelin and the per-
centage of body fat, waist-to-hip ratio, TSH, FT4 and
FT3. Although ghrelin correlated negatively with the
hunger score (r=—0.476, P =0.029) (Fig. 2C), no
association between ghrelin and calorie intake or the
percentage of macronutrients was observed. Using a
stepwise multiple regression analysis with ghrelin as
the dependent variable and BMI, insulin, glucose, FT3
and FT4 as the independent ones, only glucose entered
into the model (B = —0.415, P = 0.044). The percen-
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tage of variation of ghrelin after treatment did not cor-
relate with the percentage of variation of any
independent variable.

In hypothyroidism, no correlations were observed
between ghrelin and any of the variables mentioned
either before or after treatment.

B Non-treated hyperthyroid group
Treated hyperthyroid group

O Control group

(A)
700 7
600 T
500 1
400 T
300 1
200 1
100 T

0-

Ghrelin (pg/ml)

B Non-treated hypothyroid group

4 Treated hypothyroid group

O Control group
(B)
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600 -
500 T
400 A
300
200 A
100 A
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Figure 1 Plasma ghrelin levels in hyperthyroid (A) and hypothyr-
oid patients (B) before and after normalisation of thyroid hormone

levels and their respective control groups. *P < 0.05 vs treated
hyperthyroid group and control group.

Ghrelin (pg/ml)
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Figure 2 Correlations between plasma ghrelin levels and fasting

insulin (A), fasting glucose (B) and hunger score (C) in hyperthyr-
oid patients before treatment.

In the control group, only insulin levels
(r=-0.347, P=0.017) and HOMA-IR index
(r=—0.354, P =0.020) correlated negatively with
ghrelin concentrations.

Discussion

The present study evaluates the relationship between
plasma ghrelin levels and hunger, food intake, anthro-
pometric changes and insulin resistance in thyroid dys-
function states.

Hyperthyroidism is characterized by extensive weight
loss despite normal or increased calorie intake. Weight
loss reflects not only a depletion of body adipose tissue
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stores but also a loss of muscle mass caused by acceler-
ated catabolism accompanied by increased oxygen con-
sumption and heat elimination (26). As in other
negative balance states (27), we expected that ghrelin
concentrations would be high in hyperthyroidism as a
response aimed to restore energy balance. However, con-
sistently with a previous study in nine patients with
hyperthyroidism (23) and another in rats (28), we
found that plasma ghrelin levels were low and that
they normalised after therapy. We hypothesise that the
low ghrelin concentrations found in patients with
hyperthyroidism could be explained, partly, by the high
insulin levels and the elevated insulin resistance
observed in this thyroid situation (19-21). Although
some authors reported that the administration of insulin
and glucose did not suppress ghrelin levels (12, 29),
other studies stated that insulin may negatively regulate
ghrelin concentrations. In agreement with our results,
they also showed a negative correlation between ghrelin
and insulin levels or insulin resistance (17, 18, 30, 31).
Thus, the compensatory hyperinsulinemia associated
with insulin resistance observed in the hyperthyroid
group could contribute to the decreased ghrelin concen-
trations. However, after treatment, insulin sensitivity
improved mainly due to a decrease in glucose levels
while insulin concentrations remained unchanged. Fur-
thermore, after a stepwise multiple regression analysis,
glucose was the only variable that entered into the
model to predict ghrelin levels. Therefore, a role of glu-
cose in ghrelin suppression in hyperthyroidism needs to
be considered. On the other hand, it is well-known that
hyperthyroidism is associated with increased activity of
the sympathetic nervous system and with abnormalities
of GH/IGF-I axis (32, 33) which although they were not
evaluated in this study may influence glucose homeosta-
sis and insulin sensitivity and therefore, ghrelin levels.
We cannot rule out the possibility of an increased meta-
bolic clearance rate effect, similar to what has been
shown with other hormones such as prolactin or
growth hormone that show a decrease in their serum
concentrations in hyperthyroid patients despite
increased production rates (34—38). However, if this
were the case, the opposite would be expected in
hypothyroidism where ghrelin levels were similar to
healthy controls before and after treatment. Further-
more, glucose and insulin concentrations and insulin
sensitivity were normal in hypothyroidism, as previously
described (23). This observation could contribute to
explain why ghrelin levels were not altered in hypothyr-
oidism. To our knowledge, thisis the first report of ghrelin
levels in human hypothyroidism. There is only one study
in hypothyroid rats in which, in contrast to our findings,
ghrelin m-RNA expression in the stomach and circulat-
ing plasma ghrelin were increased (28).

Ghrelin levels are modified along with changes in
body weight. In this sense, ghrelin levels increase in
obese patients after diet induced weight loss (39, 40)
and decrease in anorexia nervosa after weight gain
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(27). In the present study, ghrelin levels increased in
hyperthyroidism after treatment, in spite of an increase
in BMI, waist-to-hip ratio and percentage of body
fat and, in hypothyroidism, BMI decreased without
modification of ghrelin levels suggesting an absence of
relationship between ghrelin and these anthropometric
changes in thyroid dysfunction. Additionally, we did
not find any correlation between ghrelin and thyroid
hormone levels as previously described (23).

Hyperphagia is considered an important feature of
hyperthyroidism and an alteration of the neurophysiol-
ogy of food intake regulation has been suggested in
Graves' disease (41). In our study, food intake of
hyperthyroid patients decreased after treatment with
no relation to ghrelin levels. In addition, a negative cor-
relation between plasma ghrelin concentrations and
the hunger score was observed, in contrast to previous
studies in healthy subjects (24). These findings would
imply that the higher the ghrelin levels are the lower
the appetite sensation is, which is not in accordance
with the supposed role of ghrelin as an appetite stimu-
lator as seen in other situations (3, 5, 6, 24). Further-
more, ghrelin expression in stomach of hyperthyroid
rats is low despite being markedly hyperphagic (42).
All this information taken together it seems unlikely
that ghrelin is the primary stimulator of appetite and
food intake in hyperthyroidism. In hypothyroid patients
food intake did not change after treatment and the
hunger score did not correlate with ghrelin levels.

It has recently been shown that total ghrelin levels
detected by using the commercially available Phoenix
assay mostly reflect des-acyl ghrelin (43), which is
devoid of orexigenic effects. Besides, the acylated ghrelin,
which harbours the orexigenic effects, binds to some
other particles in plasma such as HDL (44), which can
be altered in situations of thyroid dysfunction. Thus,
taking these two considerations together, it is possible
that the detection of acylated ghrelin would have been
more accurate to evaluate the relationship between
this hormone and food intake in thyroid dysfunction.

In conclusion, ghrelin levels were decreased in
hyperthyroidism and they seemed to be modulated by
the state of insulin resistance. After treatment, ghrelin
levels were restored along with insulin sensitivity. In
hypothyroidism, ghrelin levels and insulin sensitivity
were not altered neither before nor after treatment. In
both thyroid dysfunctions, ghrelin levels were not
related to hunger, food intake or changes in BMI,
waist-to-hip ratio or the percentage of body fat. There-
fore, in thyroid dysfunction states, a role for ghrelin in
energy balance regulation as seen in other physiologi-
cal and pathological situations was not stated.
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