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RESUM

La secreci6 de la leptina esta influenciada per factors diversos. L'eix GH/IGF-I té un paper
important en la composicié de I'organisme. La proteina transportadora de les hormones se-
xuals (SHBG) és una glicoproteina sintetitzada en el fetge i és la moduladora principal de la
senyalitzaci6 dels androgens. En el present estudi hem investigat les diferencies relacionades
amb el sexe i I’edat en els nivells de leptina, del sistema IGF-Ii de la SHBG en un grup d’adults
sans seleccionats a l'atzar.

L'estudi inclou 268 subjectes, representatius de tota la poblaci6 de la ciutat de 'Hospitalet de
Llobregat, distribuits per sexe i edat, és a dir, 134 homes de 41,4 anys d’edat mitjana i 134 dones
de 40,7 anys d’edat mitjana, amb rangs de 15-70 anys. Les concentracions de leptina es varen
determinar per radioimmunoassaig (RIA), les concentracions totals d’IGF-I per assaig immu-
noradiometric després d’extraccié d’acid-etanol, mentre que les d'IGF-I seric lliure es van ana-
litzar amb un assaig enzimoimmunomeétric. Els nivells de la proteina 3 transportadora de I'IGF
(IGFBP3) foren determinats també amb RIA, mentre que els de SHBG per fluoroimmunoassaig.

En els homes, la leptina va presentar un augment en la quarta decada de la vida, mentre que
I'IGF-I total, el lliure i la IGFBP3 disminuien i les concentracions de SHBG augmentaven en
les décades quarta i sisena. En les dones, les concentracions de leptina augmentaven en les tl-
times decades estudiades i les d'IGF-I total, lliure i IGFBP3 disminuien en cada década estudia-
da. Les concentracions de SHBG disminuien també en la darrera decada. Les concentracions de
leptina eren més baixes en els homes al comparar-los amb les dones en totes les edats estudiades
(p = 0,001). Les concentracions d’IGF-I eren més baixes en els homes en totes les decades estu-
diades (p = 0,01), exceptuant en les dues darreres. Les concentracions d’IGF-I lliure i d'IGFBP3
eren similars en els homes i en les dones de totes les edats (p = 0,09 i p = 0,2, respectivament).
Les concentracions de SHBG eren més baixes en els homes que en les dones (p = 0,001) a ex-
cepci6 de la darrera década. Com a conclusié, podem assenyalar que en la present mostra de
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poblacié, hem pogut demostrar un dimorfisme sexual en els nivells serics de leptina, d'IGF-I
total i d’'SHBG al llarg de totes les decades estudiades.
Paraules clau: leptina, IGF-1, IGFBP3, SHBG, dimorfisme sexual.

SUMMARY

Leptin secretion is influenced by many factors, and the GH/IGF axis plays an important role
in the regulation of body composition. Sex-hormone binding globulin (SHBG) is a glycopro-
tein synthesized in the liver, and it is a transport protein, which is a primary modulator of the
androgen signal. In this cross-sectional study, we investigated sex and age differences as they
corresponded to the concentration levels in leptin, the IGF-I system components, and SHBG,
basing our study on data from a group of randomly selected, healthy adults. The study included
268 subjects, representative of the entire population of the city of L"Hospitalet de Llobregat in
Spain. The distribution in sex and age were as follows: 134 males, with a mean age of 41.4 years,
and 134 females, with a mean age of 40.7 years; Ages ranged from 15-70 years. Serum leptin con-
centrations were determined using radioimmunoassay (RIA); serum total IGF-I concentrations
were obtained by immunoradiometric assay after acid-ethanol extraction, and serum free IGF-
I concentrations were obtained by enzymoimmunometric assay. Serum IGFBP3 concentrations
were acquired using RIA and SHBG by fluoroimmunoassay. In the male population, leptin
showed an increase in the 4t decade, a total IGF-I, free IGF-I, and IGFBP3 decrease throughout
all of the decades, and an increase of SHBG in the 4th and 6th decades. In the female popula-
tion, leptin concentrations increased in the later decades; total IGF-I, free IGF-I, and IGFBP3
levels decreased by decade, and SHBG concentrations decreased in the final decade. Leptin
concentrations were lower in men than in women in all of the decades (p = 0.001). IGF-I con-
centrations were lower in men in all of the decades (p = 0.01), except in the last two, and free
IGF-I and IGFBP3 concentrations were similar in men and women in all of the decades (p =
0.09 and p = 0.2, respectively). SHBG concentrations were lower in men than in women (p =
0.001), except in the final decade. In this well-characterized, randomly selected population of
controls, we showed sexual dimorphism in leptin, total IGF-I, and SHBG concentrations with
differences observable throughout the decades.

Keywords: free IGF-1, IGF-I, IGFBP3, leptin, sex-hormone binding globulin.

INTRODUCCIO

La leptina, una proteina de cent seixanta-
set aminoacids codificada pel gen ob, té un pa-
per important en la regulacié del consum i la
termogenesi dels aliments. La seva concentra-
ci6 esta intimament lligada a I'index de massa
corporal i, particularment, a les reserves mas-
sives de greix (Zhang ef al., 1994; Considine
et al., 1996). La secreci6 de leptina esta influi-
da per diversos factors, i els canvis relacionats
amb l'edat en diverses hormones poden mo-

dificar els nivells de leptina en circulaci6 (G6-
mez et al., 2003). Es creu que 1'eix GH/IGF té
un paper important en la regulaci6 de la com-
posicié corporal al llarg de la vida, i tots els
components de 'IGF minven de manera signi-
ficativa amb l'edat. A més, la GH, la insulina,
les hormones tiroidals i el subministrament
d’energia ala dieta poden regular directament
el nivells dels IGF en circulacié (Gomez ef al.,
1999). Les proteines d'uni6é a IGF d’afinitat
elevada (IGFBP-1 a 6) de la familia IGF es-
tan també implicades en la regulacié d’IGF-1, i
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és important d’incloure-hi les propietats inde-
pendents d’'IGF, particularment les d'IGFBP3.
Més del 99 % del total d'IGF-I en serum forma
complexos amb proteines d'uni6 i subunitats
acidolabils, i la seva bioactivitat en sérum es-
ta més relacionada amb I'IGF-I lliure que amb
I'IGF total. Per tant, I'IGF-I lliure constitueix
la mesura de I'IGF-I disponible per als tei-
xits (Frytsk et al., 1995). La globulina d’unié
a hormones sexuals (sex-hormone binding glo-
bulin, SHBG) és una glicoproteina sintetitzada
al fetge, i es tracta d'una proteina transpor-
tadora, un modulador primari del senyal an-
drogenic; ja que els nivells baixos de SHBG
estan associats amb nivells elevats de testoste-
rona biodisponible, es creu que el SHBG és un
marcador d’androgenicitat (Goodman-Gruen
i Barret-Connor, 1997). Es creu que les hormo-
nes sexuals, T, i la prolactina influeixen en les
concentracions de SHBG (Weaver et al., 1990),
i hi ha algunes proves que indiquen que la
insulina pot ser un modulador important de
les concentracions de SHBG (Birkeland et al.,
1993).

Aquest estudi de perfil comunitari ens va
incitar a investigar les diferéncies sexuals en
un grup d’adults sans seleccionats aleatori-
ament dels 280.000 habitants de la ciutat de
I'Hospitalet de Llobregat, a Barcelona. Pre-
nent en consideraci6 les edats dels subjectes,
vam estudiar com es corresponien les con-
centracions de leptina, els components del
sistema IGF-1 i el SHBG amb les diferéncies
sexuals i d’edat en aquesta poblaci6 sana.

MATERIAL I METODES

Els individus foren reclutats a 'Hospitalet
de Llobregat, una ciutat adjacent a Barcelona
amb una poblacié de 280.000 habitants. Tots
els participants en l'estudi foren identificats
gracies al cens i asseguraven haver viscut a
la ciutat durant almenys quatre anys abans
que comencés l'estudi. Vuit-cents vuitanta in-
dividus, representatius de la poblaci6 total de

la ciutat, foren escollits aleatoriament a par-
tir del cens i foren convidats a participar en
I'estudi. Vam contactar amb els individus per
correu, per telefon directament i, finalment,
de paraula, amb el proposit de determinar-
ne la leptina, els components del sistema IGF-
I'i les mesures de SHBG. La taxa de partici-
pacié entre els individus escollits inicialment
fou del 44 %. Per a determinar si els individus
presentaven malalties anteriors, els vam sub-
ministrar un qiiestionari adequat. Aixi doncs,
els individus reclutats tenien bona salut i cap
malaltia coneguda. Els que tenien o havien
tingut disfuncié tiroidal o els que es tracta-
ven amb hormones tiroidals no foren inclosos
a la mostra. Cap dels individus estava emba-
rassat ni sofria malalties croniques, com sén
ara la hipertensi6 arterial tractada, la diabetis
mellitus, fallides cardiaques o fallides hepa-
tiques croniques. Els 268 individus inclosos
finalment en I'estudi eren representatius de la
poblaci6 total de la ciutat pel que fa al sexeila
década de naixement. Foren dividits d’acord
amb el sexe i la década de naixement, de la
seglient manera: 134 mascles, amb una edat
mitjana de 41,4 anys, i 134 femelles, amb una
edat mitjana de 40,7 anys; les edats anaven
de 15 a 70 anys. Els individus van ser com-
pletament informats del proposit de 1’estudi
i van donar el seu consentiment voluntari per
a formar part de la investigaci6. L'estudi fou
aprovat pel comité d’ética de I'Hospital.

Les mostres de sang foren obtingudes al
mati (8-9.30 h), en dejuni, i el sérum fou con-
gelat a -80° C fins a l’analisi.

Meétodes analitics

Les concentracions de leptina sérica foren
determinades mitjangant radioimmunoassaig
(RIA) (Linco Research, St Charles, MO, EUA),
que fa servir leptina humana recombinant
(HR) tant per a l'estandard com per al traga-
dor, amb antiserum antileptina HR, un intra-
assaig amb coeficient de variacié (CV) del 7 %
i un interassaig amb CV del 8 %. E1 RIA de la
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leptina no va reaccionar amb la proinsulina, la
insulina o el glucagé humans. Les concentra-
cions totals d'IGF-I seric després de I'extraccié
amb acid i etanol foren mesurades mitjan-
¢ant assaig immunoradiomeétric (Nichols, San
Juan de Capistrano, CA, EUA), amb un in-
traassaig amb CV del 5,2% i un interassaig
amb CV del 9,4 %. Les concentracions seri-
ques d'IGF-I lliure foren determinades mitjan-
¢ant assaig enzimoimmunometric (Diagnos-
tic Systems Laboratories, Webster, TX, EUA),
amb un intraassaig amb CV del 10,3 % i un in-
terassaig amb CV del 10,7 %.

Les concentracions seriques d'IGFBP3 foren
determinades mitjangant RIA (Nichols, San
Juan de Capistrano, CA, EUA), amb un CV
d’intraassaig del 6 % i un CV d’interassaig del
8 %. L'SHBG basal en plasma fou determinada
mitjancant el fluoroimmunoassaig DELFIA
(Pharmacia, Suecia), amb un CV d’intraassaig
del 4 % i un CV d’interassaig del 5 %.

Analisi estadistica

Els estadistics usuals (mitjana, desviacio es-
tandard i mediana) es van fer servir per a
descriure les dades, amb uns intervals de con-
fianca del 95 % per a tots els parametres. La
prova de Kolmogorov-Smirnov es va aplicar
de manera separada per a mascles i femelles, a
fi de comprovar la normalitat de les variables.
Com que les variables no estaven distribu-
ides de manera gaussiana, es van analitzar
amb metodes no parametrics. Es va fer ser-
vir la prova de Kruskal-Wallis per a mostres
independents per a comparar dades quanti-
tatives entre els grups de década de naixe-
ment. Si la probabilitat d"un cas aleatori era
p < 0,05, llavors es considerava significativa
estadisticament (Dever, 1980; Rossner, 1995).
Totes les analisis estadistiques es van realitzar
amb 1’'Statistical Package for Social Sciences
(SPSS/Windows, versié 8.0, SPSS inc., i Chi-
cago, IL, EUA).

RESULTATS

Les caracteristiques de la investigaci6 en la
poblacié estudiada es resumeixen a la tau-
la; en mascles la leptina mostrava un incre-
ment en la 4a década i un decreixement en
I'IGF-I total IGF-I1liure i IGFBP3 al llarg de to-
tes les decades. Les concentracions de SHBG
s’incrementaven en les decades 4a i 6a. En la
poblacié femenina les concentracions de lep-
tina s’incrementaven en les darreres décades;
IGF-I total, IGF-I lliure i IGFBP3 decreixien
d’acord amb la década, i les concentracions de
SHBG minvaven en la década final. Les con-
centracions de leptina eren menors en homes
que en dones en totes les decades (p = 0,001).
Les concentracions d'IGF-I eren més baixes en
homes en totes les decades (p = 0,01), tret de les
dues finals, i les concentracions d’IGF-I lliure
i IGFBP3 eren semblants en homes i dones al
llarg de totes les decades (p = 0,09ip =0,2,
respectivament). Les concentracions de SHBG
eren més baixes en homes que en dones (p =
0,001), tret de la decada final.

DISCUSSIO

La secreci6 de leptina esta influida per di-
versos factors, pero es coneix poc si els canvis
relatius a ’edat en diverses hormones poden
modificar els nivells de leptina en circulacié
(Isidori et al., 2000). S"ha suggerit que 1'aug-
ment de massa grassa relacionat amb l'edat
podria ser un factor de confusié en I'augment
d’aquesta al llarg de les decades. També, es
creu que 'eix GH/IGF podria tenir un pa-
per important en la regulaci6 de la composicié
corporal al llarg de la vida, i que els can-
vis en les reserves de massa corporal també
afectarien ’activitat de ’eix GH/IGF; tanma-
teix, els mecanismes pels quals I'eix GH/IGF
és indicatiu de l'estat de les masses de greix
sén poc coneguts i, per tant, les interaccions
fisiologiques entre la leptina i I'IGF-I continu-
en sent desconegudes (Casanueva i Diéguez,
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TAauLA 1.  Concentracions en la poblacio estudiada. Les dades s’expressen com a mitjanes amb intervals de confianga del 95 %
Mascles, década (n) | 2(17) 3 (28) 4(17) 5 (25) 6 (29) 7 (18)
Leptina (mmol/1) 0,22 (0,15-0,29) | 0,2 (0,13-0,28) 0,33 (0,250,397 | 0,24(0,16-0,32) | 0,24(0,16-0,31) | 0,24 (0,17-0,3)

IGF-I total (nmol/l) | 455 (37,5-5355) | 32,3 (27,8-36,9)* | 339 (287-39,2) | 283 (254-31,3)* | 253 (21,7297 | 20,1 (17-23,1)*
IGF-I lliure (nmol/1) | 0,44 (0,25-0,64) | 0,31 (0,2-0,41) 0,24 (0,18-031)* | 0,18(0,14-0,26) | 0,4 (0,1-0,19) | 0,16 (0,13-0,22)**
IGFBP3 (nmol/1) 101 (98-105) 91 (84-101)* 77 (66-87)* 80 (73-94) 73 (66-84) 77 (66-87)**
SHBG (nmol/1) 25,7 (20,8-30,6) | 257 (22,5-289) | 36,6 (27-46,1)* | 353(29,7-40,9) | 40,5 (34,6-46)* | 45 (358-54,3)**
Femelles, década (1) | 2 (16) 3(27) 4(23) 5 (25) 6 (24) 7 (19)

Leptina (mmol/1)
IGEF-I total (nmol/1)
IGF-I lliure (nmol/1)
IGFBP3 (nmol/1)
SHBG (nmol/1)

0,4 (0,27-0,54)
59 (52,2-65,8)
0,49 (0,35-0,6)
98 (94-105)

69,8 (42-87,4)

0,47 (0,39-0,59)
46,2 (40,5-51,8)*
0,33 (0,27-0,38)*
91 (84-101)

65,7 (42,5-78,9)

0,51 (0,33-0,7)
40 (34,5-45,6)
0,2 (0,13-0,25)*
87 (80-94)

66,6 (47-76,1)

0,76 (0,61-0,9)*
32,8 (28,8-36,8)*
0,17 (0,12-0,22)
84 (73-91)

70 (49,4-90,7)

0,96 (0,67-1,3)*
20 (16,2-23,9)*
0,13 (0,09-0,18)
77 (66-87)

60,9 (35,4-86,5)

0,89 (0,73-1)*
17,2 (16,3-23,9)*
0,13 (0,12-0,2)**
77 (73,5-91)**
45,4 (19,7-73)**

*p < 0,05, la diferéncia entre aquesta década i la decada prévia.
**p < 0,05, la diferéncia entre la darrera i la primera decada.

1998; Gregoire Nyomba et al., 1999; Skjaer-
baek et al., 2000). La secreci6é de leptina esta
influida per diversos factors hormonals i me-
tabolics, pero els papers respectius d’aquests
factors en la regulaci6 global de la produccio
de leptina no han estat correlacionats amb 'in-
dex de massa corporal i les masses de greix de
manera intima. S’ha vist, tant en aquest estudi
com en altres, dimorfisme sexual en les con-
centracions de leptina (Lapaglia et al., 1998;
Seck et al., 1998; Gomez et al., Ceddia et al.,
2001).

En el nostre estudi tots els individus amb
malalties croniques o que prenien medicacié
que se sabia que afectava el sistema GH/IGF
o 1’eix tiroidal foren exclosos de I'analisi. L'en-
velliment s’associa amb canvis rellevants en
la composicié corporal, sobretot un decrement
del muscul i un increment del greix, els quals
s’associen a una davallada de la secreci6 de
GH (Seck et al., 1998); la qliestio, pero, és si el
teixit adipds participa o no en la secreci6 de la
GH (Gémezet al.,2003). La GH és el regulador
més important de I'IGF-I total i de I'IGFBP3
i, també, determina indirectament l’activitat
de I'IGF-II, a causa de l’associacié intima de
I'IGF-II amb I'IGFBP3. A més, no hi ha dub-
te que la GH participa en la regulacié de la
composicié corporal i, en edats avangades, hi
ha un decreixement en la quantitat de mus-

cul i un creixement de l'adipositat, associat
amb la davallada de la GH i I'IGF-I total (Cor-
pas et al.,, 1993; Seck et al., 1998). Aquest fet
contribueix a l'increment de la leptina durant
I'envelliment. S’ha vist que els compartiments
lliures de greix contribueixen a la variabilitat
dels nivells de leptina sérica en els dos sexes,
i la relaci6 entre la leptina i la massa lliure
de greix, independentment de 1’adipositat i la
distribuci6é del greix, augmenta la possibili-
tat que el conjunt de céllules corporals pugui
influenciar els nivells de leptina sérica mitjan-
cant una resisténcia incrementada a la insuli-
na (Fernandez Real et al., 2000). La major part
de I'IGF-I esta unit a 'IGFBP3 en circulacio, les
concentracions dels quals sén igualment esta-
bles de dia i de nit. Es creu que la major part
dels efectes anabolics de la GH estan mitjan-
cats pels IGF (IGF-1iIGF-II). Els nivells d'IGF
lliure poden tenir més rellevancia fisiologica i
clinica que els nivells totals d’IGF-I (unit i lliu-
re), tal com ha estat demostrat mitjangant la
seva correlacié amb l’antropometria i les vari-
ables de composici6 corporal en aquest estudi
i en altres (Casanueva i Diéguez, 1998; Gre-
goire Nyombea et al., 1999; Gémez et al., 2003).
La quantitat d'IGF lliure depén d"una interac-
ci6 complexa entre la taxa de producci6 i les
concentracions d'IGF i IGFBP3, i una propor-
ci6 petita de 'GF-I en circulaci6 es detecta en
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'estat lliure o acabat de dissociar, el qual es
creu que constitueix la forma metabolicament
activa. Tanmateix, encara és objecte de debat
fins a quin punt la bioactivitat de I'IGF-I es
manté mitjancant IGF-I en circulaci6 o derivat
dels teixits, i si 'IGF-I lliure esta correlacionat
inversament amb 1'IGFBP1, els quals sén pép-
tids estretament associats (Gomez et al., 2003).
Es va observar una davallada continua i molt
significativa en I'IGF-I plasmatic, I'IGF-I lliu-
reil’IGFBP3 entre les edats de quinze i setanta
anys en ambdos sexes. Aix0 pot ser el resultat
d’uns quants processos: primer, la davallada
relacionada amb 1’edat en la secreci6 de GH
esta ben documentada (Rajaram et al., 1997;
Corpaset al., 1993) i, segon, hi ha una davalla-
da en el nombre de receptors de GH en el fetge
(Roith et al., 2001). No és clar si les concen-
tracions d’IGFBP3 plasmatic son directament
estimulades per la GH sola o juntament per
la GH i l'IGF-I, pero el decreixement observat
en 'IGFBP3 és, probablement, la conseqtién-
cia de la devallada de la secreci6é de GH i IGF-
I (Skjaerbaek et al., 2000).

Les concentracions d'IGF-I i d’IGF-I lliures
son modulades de la mateixa manera en els
dos sexes: tanmateix, el determinant princi-
pal del sistema IGF-I és I'edat, i la devallada
al llarg de les decades explica les diferéncies
observades. En individus obesos, els compo-
nents de 1'IGF-I, I'IGF-I i I'IGF-I lliure eren
més baixos que en individus no obesos dins
la poblacié general, perd, segons la nostra ex-
periencia, 'edat era un factor determinant del
components de 'IGF-I, tal com s’ha vist pre-
viament (Gomez et al., 2004).

Es creu que les concentracions de SHBG
son regulades primariament mitjangant les
accions oposades d’esteroides sexuals en la
produccié de SHBG hepatic, amb 1’estrogen
estimulant la producci6 i I’androgen inhibint-
la. Les hormones tiroidals sén també un es-
timulador potent de la concentracié de la
produccié de SHBG (Birkeland et al., 1993),
pero alguns exemples i diferéncies suggerei-
xen una correlacié inversa entre els nivells

serics de SHBG i el greix corporal i 1'obesi-
tat, i els mitjancers de la regulacié exercida
pel teixit adip6s en el SHBG no s’entenen to-
talment (Garaulet ef al., 2000). Els estudis in
vitro suggereixen que la insulina fa minvar
la produccié de SHBG en cellules hepatiques
humanes (Playmate et al., 1990; Kalme et al.,
2003), i diversos resultats recolzen la hipote-
si que la insulina té un paper semblant in vivo
(Peiris et al., 1993; Goodman-Gruen i Barrett-
Connor, 2000).

Aquestes troballes ens indiquen que la re-
sisténcia a la insulina, directament o indirec-
tament, mitjangant la hiperinsulinemia asso-
ciada, pot tenir un paper en la regulaci6 de
la produccié de SHBG (Lapidus et al., 1986;
Lindstedt et al., 1991; Seck et al., 1998). A més,
el SHBD, un baix nivell de testosterona to-
tal i un index elevat d’androgens lliures sén
associats amb un perfil lipidic aterogenic en
homes, cosa que suggereix que el SHBG pot
ser important en la relacié entre les hormones
sexuals i els lipids plasmatics (Gyllenborg et
al., 2001). En contrast amb aix0, en un estu-
di recent els nivells d’insulina no tenien cap
valua predictiva pel que fa als canvis en el
SHBG, i les dades mostraven clarament que
el SHBG plasmatic estava fortament relacio-
natamb les masses de greix, cosa que suggeria
que algun senyal derivat del teixit adip6s po-
dia inhibir la produccié hepatica de SHBG
(Mingrone et al., 2002). A més, d’altres estu-
dis han mostrat que hi ha una relaci6 entre les
concentracions de leptina sérica i els compo-
nents de I'IGF-I en individus més vells i més
magres (Navarro ef al., 1996; Haffner, et al.,
1997; Fernédndez-Real. et al., 2000; Garaulet et
al., 2000). Segons la nostra experiencia, hi ha-
via una correlacié negativa entre la leptina i
la produccié de SHBG, la qual cosa concor-
dava amb estudis previs que provaven que
les concentracions de leptina estaven relacio-
nades amb el SHBG en homes (Gémez et al.,
2007). Els resultats del nostre estudi confirmen
també que 1’eix GH/IGF, especialment la se-
va proteina d"unié IGFBP3, afecta la regulacié
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de el SHBG, i aquesta relaci6 és semblant per
als tres components de I'IGF, cosa que sugge-
reix que pot estar relacionada amb l'activitat
de l'eix GH/IGF sencer (Gémez et al., 2007).

Com a conclusi6, en aquesta poblacié ben
caracteritzada de controls triats aleatoria-
ment, sense malalties croniques o administra-
ci6 de farmacs i amb eutiroidisme confirmat
bioquimicament, es va trobar dimorfisme se-
xual pel que fa a la leptina, 'IGF-I total i el
SHBG, amb diferéncies observables al llarg de
les decades.
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