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Resumen

Las condiciones nutricionales en el periodo neonatal pueden producir efectos que
persisten 0 se ven acentuados en etapas posteriores de la vida. Diferentes estudios han
comprobado que la sobrenutricidon en esta etapa del desarrollo provoca alteraciones en los
mecanismos metabdlicos y neuroendocrinos que controlan el equilibrio homeostatico y el
comienzo de la pubertad, determinando el desarrollo de sobrepeso y el mantenimiento del
mismo, y posiblemente, modificando el tiempo de entrada en pubertad. La accién que la
leptina ejerce en el hipotalamo podria desempefar una funcién relevante no sélo en la
modulacion del equilibrio homeostatico, si no también como un factor permisivo en la

activacion del eje hipotalamo-hipéfisis.

Por ello, en este trabajo se ha tratado de determinar si la sobrenutricion neonatal, con
el consiguiente desarrollo de sobrepeso, modificaria la respuesta aguda a esta hormona antes
del comienzo de la pubertad, y si lo haria de forma distinta en los dos sexos. Para lo cual, se
desarrollaron dos modelos fisiologicos de sobrepeso mediante la manipulacién del tamafo de
la camada de ratas Wistar, con el fin de estudiar la senalizacién basal por leptina en el
hipotalamo a lo largo del desarrollo postnatal y la respuesta central a un aumento agudo de
esta hormona en la etapa prepuberal y cerca del comienzo de la pubertad.

Los resultados obtenidos indican que la sobrenutricion neonatal modifica la
sefalizacién basal por leptina Unicamente en el hipotalamo de las hembras con sobrepeso, lo
que podria estar relacionado con el dimorfismo en la alteracion de las redes neuronales que
controlan el equilibrio homeostatico y el eje hipotalamo-hipéfisis. Ademas, la sobrenutricién
neonatal modifica la respuesta central, en los periodos pre- y peripuberal, a un aumento
agudo de leptina, pero sin activar el eje hipotalamo-hipdfisis. Esta respuesta es similar en
ambos sexos en la etapa prepuberal, pero existe dimorfismo sexual en el periodo peripuberal,
estando en las hembras relacionado con la regulacion de rutas hipotaldmicas, no
evidenciandose tal hecho en los machos.

Es necesario seguir investigando el papel que la leptina ejerce en el comienzo de la
pubertad, y en qué modo la obesidad puede influir en este proceso; pero abordando el
andlisis de las rutas y mecanismos neurohormonales de una manera independiente en cada
uno de los sexos, para, en ultimo término, poder desarrollar tratamientos mas seguros y

efectivos contra la obesidad.
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Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico.
AgRP: péptido relacionado con Agouti.
Akt: proteina quinasa especifica

de serina/treonina.

ANOVA: analisis de la varianza.
ARNm: &cido ribonucleico mensajero.
ATP: adenosina trifosfato.

BDNF: factor neurotréfico derivado

del cerebro.

BIOPLEX: inmunoensayo multiple

en suspension.

CART: transcrito regulado por cocaina
y anfetamina.

CCK: colecistoquinina.

c-Fos: proteina del proto-oncogén homdélogo
humano del oncogén retroviral v-fos.
CM: crias por madre.

cm: centimetros.

dL: decilitros.

EDTA: acido tilendiaminotetraacético.
ERK: quinasa relacionada con

sefal extracelular.

FOXO-1: factor de transcripcion 1

con dominio de unién en cabeza de tenedor.
FSH: hormona foliculo estimulante.

g: gramos.

GABA: 4cido gamma amino butirico.
GFAP: proteina acidica fibrilar glial.
GH: hormona del crecimiento.

GLP: péptido similar al glucagon.
GnRH: hormona liberadora

de gonadotropinas.

Gpr54: receptor huérfano acoplado

a proteinas G.

Grb2: receptor 2 del factor de

crecimiento epidérmico.

HOMA-IR: indice de resistencia a la
insulina mediante evaluacion del
modelo homeostatico.

IGF-1: factor de crecimiento similar a
la insulina-I.

IMC: indice de masa corporal.

IP: intraperitoneal.

IRS: receptor de insulina.

JAK-2: Janus quinasa 2.

Kiss: kisspeptina.

KissR: receptor de kisspeptina.

Kg: kilogramos.

L: litro.

LepR: receptor de leptina.

LH: hormona luteinizante.

M: molar.

mA: miliamperios.

MCH: hormona concentradora de melanina.
MCR: receptores de melanocortina.
mg: miligramos.

mL: mililitros.

mmol: milimoles.

mTOR: diana de la rapamicina en mamiferos.
mU: miliunidades.

ng: nanogramos.

NPY: neuropéptido Y.

ob/ob: genotipo mutante obeso.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
p-: proteina fosforilada.

PAGE: gel de poliacrilamida.

PBT: tampdn fosfato salino.

pg: picogramos.

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa.

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
POMC: pro-opiomelanocortina.
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PPAR: receptor activado por proliferador de
peroxisomas.

PTEN: homélogo de la fosfatasa y la tensina.
PTP1B: proteina fosfatasa 1B.

PYY: péptido tirosina tirosina.

gRT-PCR: reaccion en cadena de

la polimerasa cuantitativa en tiempo real.

R: coeficiente de correlacién de Pearson.
RIA: radioinmunoensayo.

rpm: revoluciones por minuto.

SDS: dodecil sulfato sédico.

Ser: serina.

Shc: proteina adaptadora de la senalizacion.
sLepR: isoforma soluble del receptor

de leptina.

SNC: sistema nervioso central.

SOCS3: supresor de la sefnalizacién

por citoquinas 3.

Sos: factor intercambiador de nucleotidos de
guanina.

SREBP: proteina de unién al elemento de
respuesta a esteroles.

Src: tirosina quinasa.

STATS3: transductor de senal y activador de la
transcripcion 3.

TSH: hormona estimulante de la tiroides.

Tyr: tirosina.

V: voltios.

v/v: volumen por volumen.

w/v: peso por volumen.

xg: campo centrifugo aplicado (cm/seg?).

2 C: grados centigrados.

Hg: microgramos.

ML: microlitros.
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Introduccion

1. Obesidad: la epidemia del siglo XXI

La obesidad y/o el sobrepeso se definen, segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), como una acumulacién anormal o excesiva de grasa en el organismo que puede ser
perjudicial para la salud, y que se manifiesta por un exceso de peso y volumen corporales [1].
Esta acumulaciéon anormal de grasa es consecuencia de un balance positivo, a lo largo del
tiempo, entre el consumo calérico y el gasto energético [2], cuya causa puede deberse a
factores de diferente indole; esto es: genéticos, hormonales, nutricionales, ambientales o
psicosociales [3-5]. Para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos se utiliza,
frecuentemente, el indice de masa corporal (IMC). Este indice es un indicador simple de la
relacion entre el peso y la talla, que se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por
el cuadrado de su talla en metros. Un IMC igual o superior a 25 determinaria sobrepeso,
mientras que un IMC igual o superior a 30 determinaria obesidad. En el caso de los nifios y
adolescentes, la obesidad se determina en funcién del IMC expresado en percentiles o
desviaciones estandar (DE). A pesar de no existir un acuerdo internacional al respecto, puede
considerarse que un IMC superior al percentil P97 o superior a +2DE es indicativo de
obesidad [6].

Segun datos de la OMS, en el arfo 2008 habia en todo el mundo alrededor de 1.400
millones de personas mayores de 20 afnos con sobrepeso, de las cuales mas de 200 millones
de hombres y cerca de 300 millones de mujeres eran obesos. Ademds, en el afo 2010
aproximadamente 42 millones de nifios menores de 5 afios tenian sobrepeso. Las
estimaciones de este organismo indican que en el afo 2015 habra, aproximadamente, 2.300
millones de personas adultas con sobrepeso y mas de 700 millones con obesidad [1]. En
relacion con estos datos, diferentes estudios han confirmado el incremento gradual de la
prevalencia de la obesidad y el sobrepeso en las Ultimas décadas a nivel mundial [7], con una
especial significacion en el caso de la poblacion infantil y juvenil, donde la evolucién de esta
prevalencia sigue una tendencia parecida tanto en los paises desarrollados [8, 9] como en los
que estan en vias de desarrollo [10]. Este aumento alarmante de la obesidad y el sobrepeso
se ha traducido en un gran impacto sobre la morbimorbilidad, la calidad de vida y el gasto
sanitario [1, 11, 12], por lo que se ha dado en considerar a la obesidad como una epidemia en
toda regla.

En si misma, la obesidad se considera como una enfermedad crénica, cuyo desarrollo
en etapas infantojuveniles esta asociado con una mayor persistencia de la misma en la edad
adulta [13-16]; pero también se considera como un importante factor de riesgo para el
desarrollo de otras enfermedades en el adulto, tales como diabetes tipo 2, hipertension

arterial, dislipemias, cardiopatia isquémica, alteraciones osteoarticulares, insuficiencia venosa
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y accidentes cerebrovasculares entre otras [17]. Como consecuencia, el incremento de la
prevalencia de la obesidad tiene una relacién directa con el elevado y gradual aumento del
coste econémico derivado del tratamiento de las enfermedades asociadas a ésta. A modo de
ejemplo, los costes directos del tratamiento de la obesidad y sus patologias asociadas en los
Estados Unidos en el afio 1999 constituyeron el 7% del gasto sanitario total. En Europa
(Reino Unido, Francia, Alemania, Portugal y Paises Bajos), estos costes oscilan entre el 1,5y
el 4%, probablemente debido a que la prevalencia de la obesidad en Europa es inferior a la
estadounidense [18]. En Espafna, se estima que los costes asociados con la obesidad
representan un 7% del gasto sanitario a fecha de 2007, lo que supone unos 2.500 millones de
euros anuales [19]. Al mismo tiempo, los nifios y adolescentes con obesidad presentan una
mayor utilizaciéon de los servicios sanitarios en comparaciéon con los nifios con peso normal
[20], llevando, por ejemplo, en Estados Unidos a un incremento en el gasto sanitario
hospitalario achacable al tratamiento de enfermedades de los nifios con obesidad, de cerca
de 100 millones de ddlares en el periodo 1997-1999 respecto del periodo 1979-1981 [21].

Por todo ello, la prevencién y el tratamiento de la obesidad infantil y juvenil es una
cuestion prioritaria, que requiere la implicacion institucional de los gobiernos de los paises
afectados por esta enfermedad, fomentando conductas saludables como una dieta equilibrada
y la realizacion de ejercicio fisico [19, 22], ademé&s de impulsando la investigacion sobre los
diferentes mecanismos moleculares y fisioldgicos implicados en el desarrollo de la obesidad,
con el fin de poder desarrollar tratamientos mas seguros y efectivos.

2. Nutricion perinatal y dieta: influencia sobre la obesidad

La denominada “hipdtesis Barker” [23, 24], segun la cual la adiposidad abdominal, las
enfermedades coronarias y otros factores asociados al sindrome metabdlico podrian tener
lugar como resultado de una nutricién materna insuficiente durante la gestacion, puso de
manifiesto la importancia que la nutricion perinatal tendria durante el crecimiento y el
desarrollo. Los estudios epidemiolégicos y experimentales demuestran que cualquier estimulo
gue se produzca durante el desarrollo genera una respuesta fisioldgica permanente [25]. Por
ello, las condiciones nutricionales en las etapas fetal y neonatal temprana pueden producir
efectos sobre el feto y el recién nacido que persisten o se ven acentuados en etapas
posteriores de la vida [25]. Esto es asi, debido a que la nutricién perinatal tiene una influencia
critica en el desarrollo y la regulacién de vias y redes neuronales involucradas en el
crecimiento [26].
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En las mujeres sin sobrepeso u obesidad se ha comprobado que la ganancia excesiva
de peso durante el embarazo aumenta el riesgo de que los hijos desarrollen obesidad [27,
28]. Esta descrito en modelos animales que tanto la restriccién calérica como la sobrenutricién
durante la gestacion predispone a las crias al desarrollo de obesidad y sindrome metabdlico
[29-31]. Ademas, se ha demostrado que el sobrepeso materno en ratas, desde el momento de
la concepcion hasta el nacimiento, puede inducir cambios en los niveles de insulina y
adiponectina en las crias, y alterar la expresién de determinados genes implicados en el
metabolismo de los carbohidratos, en la biosintesis de lipidos y en el catabolismo de los
acidos grasos [32].

El sindrome metabdlico, generado por las alteraciones provocadas a causa de una
nutricion postnatal excesiva, se define como la combinacién, en un individuo, de una serie de
anomalias (hipertensién arterial, adiposidad central, bajos niveles séricos de colesterol HDL,
concentraciones séricas de triglicéridos elevadas e hiperglucemia en ayuno) que incrementan
la probabilidad de padecer una enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus [34]. Diferentes
estudios también incluyen a factores causantes de inflamacién, al estrés oxidativo, a la
resistencia a la leptina y a la activacion de las células endoteliales, como caracteristicos del
sindrome metabdlico [34-36].

Existen evidencias que sugieren que las respuestas a los cambios tempranos
inducidos por la nutricién perinatal son diferentes en ambos sexos [37-39]. Sin embargo, la
mayoria de los estudios publicados no evalian de forma comparativa las respuestas
diferenciales, centrdndose Unicamente en un sexo. Muchos de estos estudios se llevan a
cabo mediante la manipulacién del tamafno de la camada durante la lactancia, reduciendo o
aumentando el tamano de la misma, para regular la disponibilidad de los nutrientes
procedentes de la madre [40, 41]. La reduccién del tamano de la camada se traduce en una
mayor ingesta de las crias, asi como un aumento del peso, no s6lo durante la lactancia, sino
también durante el desarrollo puberal y la edad adulta, acompanado de hiperleptinemia e
hiperinsulinemia [42, 43].

El tipo de dieta ingerida puede influir de forma desigual en la ganancia o disminucién
de peso y en la composicion corporal, debido a que las distintas proporciones y tipos de
nutrientes pueden actuar de manera diferente regulando las vias metabélicas implicadas en el
control homeostatico [44-46]. Asi pues, esta bien establecido que las dietas ricas en grasas
monoinsaturadas, hidratos de carbono y/o azlUcares promueven la ganancia de peso corporal
y favorecen la aparicion de las complicaciones relacionadas con la obesidad [38, 44, 47, 48].
Por el contrario, patrones alimentarios tales como la dieta mediterranea, donde la grasa
monoinsaturada se sustituye por grasas saturadas y trans, y la ingesta de frutas, vegetales,
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fibra y cereales es elevada, estan asociados con una disminucién de peso y una tasa
reducida de muerte cardiaca e infarto de miocardio [49, 50].

3. Control del equilibrio homeostatico: papel de las hormonas
gastrointestinales y del tejido adiposo

El conocimiento y comprensién de los mecanismos que regulan el consumo calérico y
el gasto energético es un aspecto crucial para el desarrollo de tratamientos contra la
obesidad. Los conocimientos actuales sobre la regulacion del consumo de alimentos vy el
comportamiento en la elecciéon del mismo, asi como las bases fisiol6gicas y genéticas de las
diferencias entre sexos o individuos en el gasto de energia, se deben a la combinacién de los
estudios clinicos y los modelos animales, siendo estos Ultimos de gran importancia en
estudios genéticos, epigenéticos, hormonales o en respuesta a diferentes dietas, del mismo
modo que en la identificacién y desarrollo de diversos agentes farmacéuticos [51].

La alimentacién y el gasto energético estan controlados por redes neuronales
complejas distribuidas a lo largo del prosencéfalo y el tronco del encéfalo. Existen diferentes
regiones cerebrales relacionadas con la recompensa, como el area septal o la amigdala, que
estan implicadas en el control no homeostatico del comportamiento alimentario [52]. Aunque
existen diversas regiones cerebrales implicadas, la regidn nuclear diencefalica denominada
hipotalamo es el area mas importante en el que se integra el control homeostético de la
ingesta [563-55]. Esta regién se regula, directa o indirectamente, por diferentes senales
periféricas de gran importancia en el mantenimiento del estatus energético. Asi pues, las
hormonas gastrointestinales como el péptido tirosina tirosina (PYY), el polipéptido
pancreatico, los péptidos derivados de proglucagdén o la ghrelina estdn implicadas en la
regulacion a corto plazo de la ingestién de comida, mientras que senales de adiposidad tales
como la insulina y la leptina estan implicadas en el control de la homeostasis energética a
corto y largo plazo [56-58].

3.1. Hipotalamo: integracion de las senales periféricas moduladoras de la

homeostasis
En el cerebro humano el hipotalamo esté situado en el area ventral del diencéfalo, por

debajo del tdlamo, delimitado rostralmente por la lamina terminal y caudalmente por una linea
que se extiende en sentido dorsal desde la cara posterior del tubérculo mamilar hasta su
interseccién con el surco hipotalamico (figura 1). Esta area esta conformada por diferentes
nucleos neuronales, cada uno de los cuales puede estar implicado en diversas funciones,
tales como la reproduccion, el funcionamiento cardiovascular, las actividades viscerales

motoras y sensitivas, la regulacién de la temperatura corporal y la modulacién de la actividad
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hipofisaria; desempefando una funcién relevante en la homeostasis energética los nucleos

arcuato, paraventricular, ventromedial, dorsomedial y el area hipotalamica lateral [59, 60].
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Figura 1. Anatomia del hipotalamo humano. Imagen de resonancia magnética (A) y correspondiente
ilustracién esquematica en orientacion sagital (B) de la disposicion del hipotalamo en el cerebro. Diagrama de
los principales nucleos hipotalamicos y de la hipdfisis (C) y representacion esquematica de los mismos en
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En el nudcleo arcuato se localizan dos importantes poblaciones neuronales
relacionadas con el control del apetito: las neuronas que expresan el neuropéptido Y (NPY) y
el péptido relacionado con Agouti (AgRP), que tienen la capacidad de estimular la ingesta, y
las neuronas que expresan pro-opiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por
cocaina y anfetamina (CART), las cuales pueden suprimir la ingesta de alimentos (figura 2).
La POMC es un polipéptido que se procesa post-transcripcionalmente para dar lugar a varios
péptidos activos denominados melanocortinas, entre las que destacan, en relacion con el
control homeostatico en el hipotalamo, las hormonas estimulantes de melanocitos (MSH) a y
B, que se unen a los receptores de melanocortina (MCR) induciendo la supresién de la
ingesta [61].

Se conocen 5 tipos distintos de receptores de melanocortina, todos ellos
pertenecientes a la familia de la rodopsina y con 7 dominios transmembrana unidos a
proteinas G. Los Unicos receptores de melanocortina que se expresan en el cerebro y que
estan implicados en la regulacién del balance energético son MC3R y MC4R. Se ha
observado que los ratones deficientes en mc3r presentan un pequefio incremento en la
adiposidad y en la ganancia de peso con una dieta baja en grasa [62, 63]. Los ratones nulos
para el alelo mc4r que se someten a una dieta baja en grasa muestran hiperfagia, obesidad,
hiperinsulinemia y un incremento de la masa corporal grasa y magra, exacerbandose esta
respuesta con la exposicién a una dieta rica en grasa [63, 64]. Se ha comprobado que la
exposicion de los ratones nulos para mc3r a una dieta rica en grasa hace que presenten
caracteristicas similares a sus homélogos nulos para mc4r, lo que sugiere que el MC3R
puede tener un papel importante en la regulacién del metabolismo periférico y el balance
energético [63]. Un descubrimiento interesante en estos ratones es que la induccién de la
expresion del gen MC4R en las neuronas del nacleo paraventricular incrementa la ingesta y
disminuye el peso corporal [65]. Todos estos datos, en conjunto, subrayan la importancia de
la senalizacién por melanocortinas en el ndcleo paraventricular y apoyan la idea de la
existencia de una red distribuida de neuronas sensibles a melanocortinas que regulan la
homeostasis energética. Los humanos con mutaciones en el MC4R exhiben caracteristicas
similares a los ratones nulos para este receptor, lo que sugiere un papel critico del MC4R en
la regulacién del balance energético en la fisiologia humana [66, 67]. Ademas, se ha
comprobado que las mutaciones en el gen del MC4R son la causa mas comun, descrita hasta
ahora, de obesidad monogénica en humanos [68, 69].

CART es el tercer transcrito mas abundante identificado en el hipotdlamo y se localiza
principalmente junto con POMC en neuronas del nicleo arcuato. Su funcién en la
homeostasis energética no esta clara. La administracion intracerebroventricular del mismo

provoca la supresion de la ingesta, mientras que la administracién de su antisuero, la
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incrementa [70]. Sin embargo, cuando se inyecta directamente en el nlcleo paraventricular o
en el ndcleo arcuato de ratas en ayunas, causa un incremento en la ingesta después de 1 6 2
horas [71], lo cual sugiere que CART podria tener efectos opuestos en la ingesta
dependiendo del lugar de administracion.

NPY y AgRP son péptidos que ejercen efectos orexigénicos, y que se colocalizan
exclusivamente en neuronas del nicleo arcuato que presentan gran cantidad de proyecciones
axonales a nucleos hipotaldmicos adyacentes (paraventricular, dorsomedial y area
hipotalamica lateral) [71]. NPY es el neuropéptido mas abundante en el sistema nervioso
central (SNC) [72]. En ratas, la inyeccion intracerebroventricular y bilateral en el ndcleo
paraventricular de NPY estimula la ingesta y la velocidad de ganancia de peso corporal,
mediado por la estimulacion de los receptores hipotalamicos Y1 e Y5 [73, 74]. AgRP es un
potente antagonista selectivo de MC3R y MC4R, asociado, por tanto, con la obesidad y
también con el incremento en la longitud corporal [75]. Estas neuronas NPY/AgRP pueden,
ademas, expresar el neurotransmisor acido gamma aminobutirico que es capaz de inhibir la
accién de las neuronas POMC/CART [76, 77].

El nicleo paraventricular recibe proyecciones axonales desde el nicleo arcuato de
neuronas NPY/AgRP asi como POMC/CART. Este nucleo hipotaldmico contiene neuronas
gue expresan factores anorexigénicos como la hormona liberadora de tirotropina y la hormona
liberadora de corticotropina. La inyeccion de hormonas orexigénicas o anorexigénicas en el
nucleo paraventricular, como por ejemplo ghrelina, leptina, colecistoquinina u orexina altera la
ingesta y el peso corporal [57]. La inyeccién de NPY en el nacleo paraventricualr, al igual que
su destruccidn, causa hiperfagia y obesidad [74, 78], lo que implica que este ndcleo tiene un
papel inhibitorio en la ingesta y en el incremento del peso corporal. El &rea hipotaldmica
lateral, que también recibe proyecciones axonales desde el nucleo arcuato, contiene
neuronas que expresan dos tipos de neuropéptidos orexigénicos: la hormona concentradora
de melanina (MCH) y las orexinas. Los ratones transgénicos que sobreexpresan MCH
desarrollan obesidad y resistencia a la insulina [79], mientras que los ratones deficientes en la
prohormona precursora o en el receptor 1 de MCH son delgados [80]. Las neuronas del area
hipotalamica lateral que sintetizan orexinas desarrollan proyecciones hacia diferentes
regiones hipotaldmicas y de otras partes del cerebro, promoviendo efectos orexigénicos en la
ingesta [81].

Otro de los nlcleos hipotalamicos implicados en el control del balance energético es el
nucleo dorsomedial. Estas células neuronales, capaces de sintetizar a-MSH, reciben
proyecciones de las neuronas NPY/AgRP del nlcleo arcuato, que a su vez se proyectan hacia
el nucleo paraventricular [82, 83]. Se ha observado que en ratones con obesidad inducida por
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la dieta se produce un incremento significativo en la expresion de NPY en los nucleos
dorsomedial y ventromedial [84]. Ademas, se sabe que la generacidon de una lesion en el
nucleo dorsomedial causa hiperfagia y obesidad [85].

En el ndcleo ventromedial existe una poblacién celular de neuronas que expresan el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), y que son capaces de suprimir la ingesta a
través de su efecto sobre el MC4R [86]. La delecién selectiva de neuronas BDNF en los
nucleos ventromedial y dorsomedial de ratones adultos resulta en hiperfagia y obesidad [87].
Ademés, en los humanos las mutaciones en el gen BDNF causan obesidad; sin embargo, la
forma en que este factor neurotréfico actia regulando el balance energético se desconoce por
el momento [88].
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Figura 2. llustracién representativa del control de la homeostasis energética en el hipotalamo (modificado de
Briggs & Andrews. Metabolic status regulates ghrelin function on energy homeostasis. Neuroendocrinology,
2011; 93: 48-57). ARC: nulcleo arcuato; PVN: nlcleo paraventricular; 3V: tercer ventriculo; AgRP: péptido
relacionado con Agouti; NPY: neuropéptido Y; POMC: pro-opiomelanocortina; GABA: &cido gamma-
aminobutirico; aMSH: hormona estimulante de melanocitos a; ObR: receptor de leptina; INSR: receptor de
insulina; GHSR: receptor de ghrelina; GABAR: receptor de acido gamma-aminobutirico; MC4R: receptor de
melacocortinas 4; Y1-Y5: receptores del neuropéptido Y.
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3.2. Hormonas gastrointestinales

La mayoria de las hormonas de origen gastrointestinal que intervienen en el control
del balance energético tienen capacidad anorexigénica, excepto la ghrelina que tiene un
efecto promotor de la ingesta, pudiendo actuar via neuronal a través del nervio vago, o
humoral a través del torrente sanguineo, para originar la activacién de diferentes regiones
cerebrales. El papel de algunas de ellas como moléculas saciantes se conoce desde hace
tiempo, pero la relevancia fisiolégica de otras, y de todas en su conjunto, esta por establecer.

A) Polipéptidos pancreaticos y péptidos derivados del glucagén

Los miembros de la familia de polipéptidos pancreaticos son, principalmente, el
péptido tirosina tirosina (PYY) y el polipéptido pancreatico. Estan compuestos por una cadena
de 36 aminoacidos homaéloga entre ambos, con una estructura terciaria en forma de U que
presenta una hélice de poliprolina [89]. Ambas hormonas pueden ejercer su accién central a
través de los receptores Y del hipotadlamo [90]. El PYY es una hormona supresora del apetito
que se libera desde las células L del intestino distal en respuesta a la ingesta de nutrientes,
junto con el péptido similar al glucagén 1 y la oxintomodulina [91]. Existen dos isoformas
circulantes de este polipéptido, PYY 35y PYY335. La primera de ellas es la forma activa, la
gue se encuentra en mayor proporcidon y la que tiene afinidad por el receptor Y2 del
hipotalamo. El patron de secrecion de PYY sugiere un papel en la saciedad. Esto es asi,
debido a que las concentraciones circulantes de PYY son bajas en el estado de ayuno e
incrementan rapidamente, y en proporcion a la ingesta de calorias, a continuacion de una
comida, con un pico una o dos horas después que permanece elevado durante varias horas
mas [92]. Los niveles circulantes de este polipéptido son bajos en las personas obesas y
elevados en los pacientes con anorexia nerviosa [93, 94].

Las células F de los islotes de Langerhans son las encargadas de secretar el
polipéptido pancredtico en respuesta a la ingesta de alimentos, ejerciendo éste efectos
anoréxicos en el tronco del encéfalo y en el hipotalamo a través del receptor neuronal Y4 o
mediante el nervio vago [95, 96]. Los niveles plasmaticos del polipéptido pancreatico
presentan variaciones diurnas, con niveles menores a primera hora de la mafana y mas altos
por la tarde; siendo la liberacion postprandial del mismo bifasica, con concentraciones
circulantes de la hormona que incrementan después de una comida en proporcién a la ingesta
de calorias, y que se mantienen elevadas durante 6 horas [97]. Los niveles circulantes de este
polipéptido parecen ser inversamente proporcionales a la adiposidad, presentando los sujetos
con anorexia nerviosa los niveles mas altos [98], mientras que los pacientes obesos con
sindrome de Prader-Willi presentan wuna liberacion reducida tanto basal como
postprandialmente [99].

11
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El glucagén, sus péptidos similares 1 y 2 (GLP), y la oxintomodulina son los péptidos
derivados del gen proglucagon, cuya expresién abarca el pancreas, donde el glucagén es
predominante, el cerebro y el intestino, en los cuales el resto de productos del gen estan
mayoritariamente presentes [100]. Las células L del intestino secretan GLP-1 en respuesta a
la ingestién de nutrientes, con la presencia de dos isoformas circulantes activas, GLP-1;37y
GLP-1-35 amida, de una potencialidad equivalente [101]. La segunda de ellas es la isoforma
circulante en mayor proporcion en los humanos y se distribuye a lo largo del SNC,
encontrandose, entre otras regiones, en el hipotdlamo y la hipéfisis [102]. Esta hormona
ejerce su accién central a través del nervio vago y mediante la interaccién con su receptor,
presente en neuronas y glia de los nucleos arcuato, paraventricular y supradptico [103, 104].
Se ha comprobado que los niveles circulantes de GLP-1 suben en anticipacién a una comida
y después de ella, ejerciendo un efecto de reduccién de la ingesta, ademas de suprimiendo la
secrecion de glucagon y retrasando el vaciado gastrico [105]; y disminuyen en el estado de
ayuno [106]. Ademas, se sabe que los individuos obesos pueden tener una menor respuesta
que los individuos con peso normal, a la accién reductora en la ingesta de GLP-1 cuando éste

se administra de manera intravenosa [107].

La oxintomodulina es un péptido de 37 aminoacidos que se secreta junto con GLP-1y
PYY por las células L del tracto gastrointestinal en respuesta a la ingesta de comida y en
proporcion a las calorias de la misma [108]. Esta hormona tiene efectos anoréxicos, ademas
de inhibidores de la secrecion acida y promotores del retraso en el vaciado gastrico [109].
Tanto en modelos experimentales como en humanos, la administracion de oxintomodulina
esta asociada con una disminucion de la ingesta y un incremento en el gasto energético [110,
111]. Su mecanismo de acciéon se ha asociado a los receptores GLP-1, sin embargo, en
distintos estudios se ha observado que la afinidad mostrada por estos receptores es muy
inferior a la que presenta la propia hormona GLP-1 [112, 113].

El glucagén se produce en las células alfa de los islotes pancreaticos y tiene la
capacidad de aumentar la concentracién de glucosa en respuesta a la hipoglucemia, ademas
de promover la respuesta fisioldgica del cuerpo frente al estrés mediante el incremento del
gasto energético [114]. Sin embargo, la administracion de glucagén disminuye la ingesta,
posiblemente por modulacién del tono vagal y el vaciado gastrico, asi como el peso corporal,
causando hiperglucemia [115].

B) Ghrelina y obestatina

La ghrelina se identificd, en su origen, como un ligando endégeno para el receptor de
secretagogos de la hormona del crecimiento en el estbmago de la rata [116]. Esta formada
por una cadena de 28 aminoacidos que puede estar acilada, mediante la accién de la ghrelina
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O-aciltransferasa, gracias a la presencia de un acido octanéico unido al tercer residuo de
serina. Esta hormona gastrointestinal es la Unica conocida que posee efectos orexigénicos, y
se secreta, principalmente, por las células de las glandulas oxinticas de la mucosa gastrica
[117], pudiendo actuar como un neurotransmisor en el ndcleo arcuato y en el area
periventricular del hipotalamo [116, 118], asi como un estimulador de la secrecién de hormona
del crecimiento por la hipéfisis [119].

Los niveles circulantes de ghrelina, que se presenta entre el 2 y el 20% en forma
acilada (relacionada con la modulacion del metabolismo de la glucosa) [120], se ven
incrementados por el ayuno y disminuyen rapidamente en el periodo postprandial, pero no
decrecen por ingestion de agua [121, 122]. En las ratas, los niveles de ghrelina exhiben un
patron diurno, cuyo punto algido ocurre antes de los periodos de luz y oscuridad [123]. En los
humanos, los niveles de ghrelina tienen un ritmo diurno idéntico al de la leptina, con la
liberacién de ambas hormonas incrementandose a lo largo del dia hasta las 13:00h, para
luego caer hasta su nivel mas bajo a las 21:00h [122]. Tanto la administracion central como
periférica de ghrelina incrementa la ingesta y el peso corporal en roedores, junto con la
disminucion en la utilizacién de la grasa [121, 124]. Se ha comprobado que en los seres
humanos existe una correlacién negativa entre los niveles circulantes de ghrelina y el indice
de masa corporal. Asi pues, en el periodo de ayuno de los pacientes con anorexia nerviosa
los niveles plasmaticos de ghrelina son altos [125], al igual que en sujetos con pérdida de
peso inducida por la dieta [126]. En contraste, las personas obesas muestran un menor
descenso en la ghrelina plasmatica después de la ingestion de comida [127]. Ademas, en los
pacientes con sindrome de Prader-Willi se aprecian niveles elevados de ghrelina circulante
[128].

El mecanismo de accion de la ghrelina se basa en la activacién, mediada por el
receptor GHS-R1a, de las neuronas NPY/AgRP del nucleo arcuato del hipotalamo. Se ha
comprobado que la administracion periférica de ghrelina incrementa la expresién del factor de
transcripcion c-fos en las neuronas NPY/AgRP [129], y que la ablacion de estas neuronas
suprime completamente el efecto orexigénico de la hormona [130]. El tronco del encéfalo y el
nervio vago también pueden contribuir a los efectos de la ghrelina sobre la ingesta. Esto es
asi, ya que la inyeccion intracerebroventricular de la hormona induce la expresion de c-fos en
el nacleo del tracto solitario y en el area postrema [131]. Ademas, el receptor de secretagogos
de la hormona del crecimiento se expresa en el nervio vago, provocando el bloqueo de los
aferentes vagales géstricos, la supresion de la ingesta inducida por ghrelina y previniendo el
incremento en la expresién de c-fos en el nicleo arcuato [132].
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La obestatina es un péptido de 23 aminoacidos, que se deriva de la escisién
posttranscripcional de la preproghrelina, y que se libera desde el estobmago [133]. La
obestatina, a diferencia de la ghrelina, puede tener efectos anorexigénicos, disminuyendo la
ingesta de alimentos, retrasando el vaciado gastrico y reduciendo el peso corporal [134]. Sin
embargo, hay investigadores que ponen en entredicho este potencial anorexigénico de la
obestatina ya que en algunos estudios en roedores tanto obesos como delgados, se han
dejado de constatar los efectos de la hormona [135].

C) Colecistoquinina y amilina

La colecistoquinina fue la primera hormona intestinal descubierta implicada en el
control del apetito, concretamente en la disminucién de la ingesta de alimentos, ademas de en
otras funciones fisiolégicas como la liberacién de enzimas desde el pancreas y la vesicula
biliar, promoviendo la motilidad intestinal y retrasando el vaciado gastrico [136]. Esta hormona
se secreta postprandialmente por las células del duodeno y el yeyuno, y posee una vida
media corta en plasma de unos 15 minutos [137]. La infusién intravenosa de colecistoquinina
es capaz de disminuir la ingesta en hombres delgados [138], sin embargo, se ha visto en
ratas que la infusion intermitente de la hormona antes de la comida, reduciendo la cantidad de

la misma, causa un incremento compensatorio en la frecuencia de las comidas [139].

Se conocen dos subtipos de receptores de colecistoquinina, CCK1 y CCK2, a través
de los cuales esta hormona puede ejercer su accién [140]. Estos receptores se encuentran
distribuidos por todo el cerebro, principalmente en el tronco del encéfalo y en el hipotalamo,
siendo el primero de ellos clave en la accién anorexigénica de la colecistoquinina por su
amplia presencia en el nervio vago [141]. Algunos estudios sugieren que la colecistoquinina
puede interactuar sinérgicamente con la leptina para inducir la inhibicién de la ingesta a corto
plazo y la reduccion del peso corporal a largo plazo, ya que los ratones deficientes en leptina
son insensibles al efecto de la administracién de colecistoquinina [142].

La amilina se libera, junto con la insulina, en respuesta a la ingestién de comida, y
funciona como una hormona anorexigénica. La administracion de esta hormona se asocia con
una reduccion de la ingesta y el peso corporal [143], pero se ha comprobado que los niveles
circulantes de amilina son mas elevados en sujetos obesos que en delgados [144], lo que
sugiere algun mecanismo de resistencia en los individuos con sobrepeso. Los efectos
anorexigénicos de la amilina pueden estar mediados por la actividad moduladora de la
serotonina, la histamina y el sistema dopaminérgico, asi como la inhibicion de la liberacion de
NPY [144].
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3.3. Tejido adiposo

Es un tejido conectivo formado por células propias derivadas del mesénquima
encargadas de almacenar lipidos, denominadas adipocitos, y por un estroma reticular que da
soporte a estas células, vasos sanguineos y linfaticos, terminaciones nerviosas y otros tipos
celulares como preadipocitos, fibroblastos, monocitos y macréfagos. En los vertebrados
existen dos tipos de tejido adiposo, blanco y pardo. El tejido adiposo blanco esta formado por
adipocitos uniloculares, y entre sus funciones se incluyen la lipdlisis y liposintesis, la
regulacion de la ingesta, la proteccion mecanica y el aislamiento térmico. En cambio, el tejido
adiposo pardo esta relacionado con la termogénesis, y sus adipocitos son pluriloculares [145].
Los adipocitos maduros, casi de manera exclusiva, son capaces de sintetizar y secretar
adipoquinas moduladoras del equilibrio homeostatico, entre las que se encuentran la leptina,
adiponectina, visfatina, vaspina y omentina [146, 147, 148]. Ademas, los monocitos y
macrofagos de la matriz estromal pueden producir y secretar adipoquinas proinflamatorias
como la resistina, la interleuquina 6 y el factor de necrosis tumoral alfa [149]. Por todo ello, el
tejido adiposo se considera un érgano endocrino que puede comunicarse con el SNC,
especialmente con el hipotalamo y la hipéfisis [150], y a su vez, mediante adipotropinas el
SNC se conecta con el adipocito [151].

Las células adipociticas se pueden identificar a partir de la sexta semana de gestacion
en los humanos [145, 152]. En esta etapa del desarrollo intrauterino la gran mayoria de la
grasa se acumula en forma de tejido adiposo pardo [145], sin embargo, durante todo ese
proceso, pero principalmente en el tercer trimestre, los dos tipos de tejido adiposo se
acumulan en una manera dependiente de la nutricibn materna, representando el tejido
adiposo pardo un rol esencial en la adaptacion del recién nacido al ambiente extrauterino
[152]. Después del parto, se incrementa el ritmo de diferenciacién de las células del tejido
adiposo blanco, sustituyendo éste casi por completo al tejido adiposo pardo. Este proceso es
mas acentuado en determinados periodos temporales, como en mitad de la infancia y en la
adolescencia, especialmente en las nifias, y suele finalizar hacia los 18 afios de edad; aunque
la capacidad de generar nuevos adipocitos se sigue manteniendo a lo largo de la vida [153].

Esta bien establecido que la obesidad induce una serie de cambios en el tejido
adiposo: histolégicos, metabdlicos y endocrinos, que pueden estar determinados,
principalmente, por tres factores [154-156]. El primero de ellos es la capacidad que posea el
tejido adiposo blanco para diferenciar nuevos adipocitos, una vez que éstos han alcanzado
una tamanfo critico — hipertrofia adipocitica —, y modificar, en consecuencia, su patrén de
secrecion paracrina y endocrina [157]. El segundo factor determinante de los cambios en el
tejido adiposo es la suficiencia de éste para producir quimiocinas, lo que influye en el

incremento de las poblaciones celulares proinflamatorias, esto es, monocitos y macréfagos,
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contribuyendo, por lo tanto, a modificaciones en el patrén de secrecién de adipoquinas [155,
158]. El cambio en el patrén de secrecion de adipoquinas por los adipocitos hipertréficos
respecto a los normales, es el Ultimo de los factores implicado en la respuesta del tejido
adiposo a la obesidad [156, 159]. El impacto de cada uno de estos factores en relacién a la
obesidad va cambiando durante las diferentes etapas del desarrollo humano. Asi pues, tanto
los adultos obesos como los delgados conservan una poblacion estable, en cuanto al numero
de adipocitos, en su tejido adiposo blanco; mientras que en los nifios y adolescentes el
nuamero de adipocitos incrementa progresivamente, con una tasa de proliferacién mas rapida
en los sujetos obesos [160], lo que implica un incremento del riesgo de desarrollo de obesidad
severa y comorbilidad en etapas posteriores de la vida [160, 161].

La resistencia periférica a la accion de la insulina es considerada como la base
fisiologica de todos los trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad [162]. La cantidad
y especialmente la distribucién anatémica del tejido adiposo durante el desarrollo, son los
factores mas importantes en la generacion de la resistencia a la insulina; estando el tejido
adiposo visceral, fundamentalmente, implicado en este proceso [163]. El patron de secrecidon
de adipoquinas en los pacientes obesos, principalmente en los nifios, es el principal
determinante de la obesidad asociada a la resistencia a la insulina; siendo la adiponectina,
visfatina y vaspina las citoquinas proinflamatorias mas importantes implicadas en este
proceso [149].

3.3.1. Leptina: implicaciones fisioldgicas en la homeostasis y la pubertad

La prueba de la implicacion del tejido adiposo en el control de la homeostasis
energética y el desarrollo puberal se puso de manifiesto con el descubrimiento e identificacion
de la leptina y sus receptores especificos, mediante el estudio de ratones ob/ob
genéticamente obesos y humanos con deficiencia congénita de leptina o de su receptor [164-
167]. Los sujetos con esta deficiencia congénita presentan una obesidad mérbida de
comienzo precoz y una carencia de desarrollo puberal, que se puede revertir mediante el

tratamiento con leptina recombinante [168].

La leptina es un polipéptido de 16 KDa (figura 3) que se sintetiza, principalmente, en
los adipocitos diferenciados, amén de diferentes tejidos [169]. Tanto en los humanos como en
los mamiferos, esta hormona actiia como una sefal de adiposidad mas que como una sefal
reguladora de la saciedad [170, 171]. Esto es asi, debido a que los niveles circulantes de esta
hormona se correlacionan directamente con el contenido en grasa corporal, pudiendo variar
en proporcion a la masa grasa y al contenido de triglicéridos, aunque con una considerable
variabilidad entre individuos para un indice de masa corporal concreto [170, 172]. La leptina

puede circular en la sangre tanto de manera libre como unida a proteinas, principalmente a la
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isoforma soluble de su receptor especifico (sLepR), con una variacion circadiana de sus
niveles presentando los mayores valores durante la noche [169]. El receptor de leptina (LepR)
pertenece a la superfamilia de receptores de citoquinas clase 1 y se encuentra distribuido por
todo el cuerpo, estando la isoforma activa (larga) expresada principalmente en el hipotalamo.
La isoforma soluble del receptor es la encargada de regular su disponibilidad y actividad,
pudiendo cuantificarse unos niveles circulantes de la misma inversamente proporcionales a
los de la hormona [169, 173].

Los pacientes obesos presentan un “estado de resistencia a la leptina” en el que se
observa un incremento en los niveles circulantes de leptina, asi como una reduccién en los
niveles de slLepR, cuyo resultado es la saturaciébn de los LepR, afectandose, en
consecuencia, la correcta sefializacién por leptina [174]. Tras la pérdida de peso, este estado
puede ser parcialmente revertido, apreciandose una disminucion de los niveles de leptina y un
incremento de los niveles de sLepR [149, 161, 175]. La situacion contraria puede suceder en

circunstancias de desnutricidn como la anorexia nerviosa [175].

Human Chig31

HIGF
(Ch7g21)

PAXA
SND1
[
LRRC4
LEP
REMZE
LOC401338
IMPOH1

A B

Figura 3. Posicion del gen de la leptina en el cromosoma humano (A) [NCBI Map Viewer] y estructura
terciaria de la proteina (B) con cuatro hélices alfa y un puente disulfuro entre las cisteinas 96 y 146, necesario
para su actividad bioldgica [Protein Data Bank].

A) Senalizacion intracelular por leptina:

La accion que ejerce la leptina sobre diferentes poblaciones neuronales en el sistema
nervioso central, predominantemente en el hipotadlamo y el tronco del encéfalo [176], puede
verse potenciada por la accién de la insulina, de la misma manera que el incremento de
leptina puede mejorar la resistencia a insulina [177, 178]. Esto es asi, debido a que ambas

hormonas comparten rutas de senalizacion intracelular (figura 4).

Las principales dianas de la leptina son las neuronas POMC/CART y NPY/AgRP del
nucleo arcuato, las cuales activa e inhibe, respectivamente [170, 172]. La unién de la leptina a
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su receptor exhibe unas propiedades cinéticas simples, lo cual sugiere que s6lo una molécula
de leptina se une al dominio extracelular del dimero que conforma el LepR [179]. Esta unidn
induce la autofosforilacion de las Janus quinasas 2 (JAK-2), que estan asociadas de manera
no covalente al receptor [180], provocando seguidamente la fosforilacion de distintos residuos
de tirosina (985, 1077 y 1138) presentes en el dominio intracelular del receptor. El dltimo de
los residuos de tirosina, gracias a su dominio 2 homologo a Src, es el encargado de reclutar al
transductor de senfal y activador de la transcripcién 3 (STAT3) para que sea fosforilado en su
residuo tirosina 705 y/o serina 727 por JAK-2 [181, 182]. Inmediatamente, STAT3 se dimeriza
y se transloca al nicleo para modular la transcripcién de diferentes genes, activando POMC y
CART e inhibiendo NPY y AgRP [179]. Uno de los genes que se activan en el ndcleo es el
supresor de la sefalizacién por citoquinas 3 (SOCS3), que actia como un regulador negativo
de la senalizacion intracelular por leptina inhibiendo JAK-2 y STAT3 directamente [183, 185] o
inhibiendo la fosforilacion del residuo de tirosina 985, que esta implicado en la activacién de la
ruta ERK1/2 a través del complejo Shc-Grb2-Sos, y en menor grado del residuo 1077 [179,
181]. Otro regulador negativo de la sefalizacién por leptina es la proteina fosfatasa 1B
(PTP1B) que esta asociada a la cara interna de la membrana plasmatica, y que actua sobre
JAK-2 provocando su desfosforilacion [185].

JAK-2 también puede activar la ruta mediada por el sustrato del receptor de insulina 1
(IRS), la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y la proteina quinasa especifica de serina/treonina
(Akt). Esta via de senalizacion puede modular tanto la transcripcién génica como la actividad
celular, gracias al factor de transcripcion 1 con dominio de union en cabeza de tenedor
(FOXO-1) y a la activacion de canales catiénicos TRPC y de potasio dependientes de ATP
[186, 187]. Conjuntamente, se produce la activacion de la via de la quinasa S6 y de la diana
de la rapamicina en mamiferos (MTOR), provocando la regulacién de la transcripcion y la
activacién de la sintesis proteica [188, 189]. El homélogo de la fosfatasa y la tensina (PTEN)
es un regulador negativo de esta via que actua hidrolizando el PI3K [190].

A diferencia de la leptina, la unién de la insulina a su receptor exhibe propiedades
cinéticas complejas, lo que sugiere que una molécula de insulina se puede unir y activar el
receptor, pero otra molécula de insulina también se puede unir a un sitio de uniéon de baja
afinidad [179]. El receptor de insulina tiene dos subunidades alfa extracelulares a las que se
puede unir la hormona induciendo la autofosforilacién de las dos subunidades beta
intracelulares que poseen 8 residuos de tirosina. Seguidamente, el receptor de insulina recluta
y fosforila proteinas IRS que activan la misma via de senalizacién PI3K-Akt activada por
leptina [179]. Los mismos reguladores negativos SOCS3 y PTP1B que inhiben la senalizacion
por leptina, pueden ejercer también sus efectos sobre el receptor de insulina o directamente
sobre IRS1 [191, 192].
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Figura 4. llustracion representativa de la sefalizacion intracelular por leptina e insulina (modificado de
Williams et al., 2011 [179]). LepR: receptor de leptina; Jak2: Janus quinasa 2; Y: tirosina; P: fosforilado; Src:
tirosina quinasa; STAT3: transductor de sefial y activador de la transcripcion 3; IRS: substrato del receptor de
insulina; PI3-k: fosfoinositol-3 quinasa; AKT: proteina quinasa especifica de serina/treonina; TSC: complejo
de esclerosis tuberosa; mtor: diana de la rapamicina en mamiferos; p70s6K: quinasa ribosémica; Shp-2:
proteina tirosina fosfatasa; Shc: proteina adaptadora de la sefalizacion; Grb2: receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico; Sos: factor intercambiador de nucleétidos de guanina; ras: proteina G; raf: proteina
quinasa; MEK: quinasa activada por mitégenos; ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; SOCS3:
supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; PTEN: homdlogo de la
fosfatasa y la tensina; FOXO-1: factor de transcripciéon 1 con dominio de unién en cabeza de tenedor.

B) Papel de la leptina en el crecimiento y el desarrollo:

La leptina, ademas de su funcibn moduladora en el equilibrio homeostatico, esta
implicada en funciones tales como la inmunidad, el crecimiento, el metabolismo éseo, el
desarrollo y el control de los ejes hipotadlamo-hipofisarios [170-172]. En los humanos, durante
el crecimiento y el desarrollo se producen una serie de factores que pueden estimular la
sintesis de leptina: insulina, estrégenos y glucocorticoides, y otros factores que inhiben esta
hormona, caso de los andrdogenos [149]. Por ello, es de gran importancia el estudio de la
dindmica y la actividad de la leptina durante la infancia, y particularmente, en la obesidad
infantil.

En el recién nacido, los niveles séricos de leptina y la disponibilidad de la misma estan
determinados por la edad gestacional y el peso en el nacimiento, siendo éstos menores, asi
como los niveles de sLepR mayores, en los recién nacidos prematuros, de manera inversa a
lo que sucede en los recién nacidos macrosémicos [193, 194]. La longitud en el nacimiento
puede ser un indicador predictivo de la ganancia de peso corporal en la infancia [195], siendo,

19



Introduccion

por tanto, los niveles neonatales de leptina un indicador de la cantidad de tejido adiposo
blanco en el recién nacido [196]. Es interesante destacar que podria existir un dimorfismo
sexual presente desde edades muy tempranas, ya que se ha observado una tendencia a
presentar mayores niveles de leptina en nifias prematuras recién nacidas respecto a los nifios
[194, 195].

A lo largo del desarrollo puberal los niveles de leptina van aumentando en las nifias,
mientras que en los nifos van decreciendo; de la misma manera que los niveles de sLepR
disminuyen en ambos sexos después del comienzo de la pubertad, resultando en un
incremento en la leptina libre que es mas acentuado en las niflas adolescentes [175, 197].
Estos datos se han interpretado por algunos autores como una posible sefal para el SNC
informando acerca de la idoneidad de las condiciones metabdlicas necesarias para llevar a
término el desarrollo puberal [161, 198].

En las mujeres adultas la proporcién entre la leptina y su receptor es mayor que en
etapas anteriores, y es muy probablemente el resultado de cambios en la masa grasa y en los
esteroides sexuales. Por ello, el indice de masa corporal y el porcentaje y distribucion de la
grasa en el cuerpo pueden ser los factores predictivos mas importantes de los niveles de
leptina libre circulante [199, 200]. En relacién con lo anterior, se sabe que los esteroides
sexuales pueden influir en la proporcion leptina-receptor a través de la regulacion de la
cantidad y distribucion de la masa grasa, ademas de la modulacion directa del control
transcripcional de la leptina, actuando la testosterona como inhibidor y los estr6genos como
estimuladores de la transcripcion y secrecion de la leptina [201].

C) Relacion entre la obesidad y la pubertad: posible rol de la leptina

La pubertad es un proceso fisiologico complejo que se puede describir como una
transicion continua a la edad adulta, que ocurre dentro de un periodo definido de tiempo. Este
proceso es distinguible por el desarrollo de los érganos genitales, los caracteres sexuales
secundarios y la resultante capacidad para reproducirse. En los humanos y los primates
superiores la pubertad culmina con la menarquia, el primer ciclo menstrual en las hembras
[202, 203]. Es importante destacar que existen diferencias en la maduracién puberal entre
especies y entre sexos, las cuales dependen del fondo genético, siendo éste altamente
influenciado por las condiciones fisiolégicas del individuo, en particular, el estatus nutricional,

la etapa de desarrollo, el crecimiento y las condiciones medioambientales [204, 205].
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En muchas especies, incluidos los humanos, la pubertad se inicia en respuesta a un
incremento en la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-gbnadas, inducido primeramente por
un incremento en la pulsatilidad de las neuronas productoras de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), con la consiguiente liberacion de ésta en pulsos secretores
sostenidos a una alta frecuencia. De esta manera, se induce la sintesis de gonadotropinas y
la secrecion desde la hipdfisis, y esto, a su vez, conduce al desarrollo de las génadas, la
sintesis y secrecion de esteroides sexuales y la maduracién de los gametos [202, 203]. En las
ninas, la elevada produccion de estrogenos durante el desarrollo puberal promueve el
desarrollo mamario y contribuye a la redistribucién de la grasa corporal, mientras que en los
ninos la produccién de andrégenos induce cambios en el sistema musculoesquelético, la
espermatogénesis y el crecimiento testicular. Como resultado de estos cambios, el proceso
de desarrollo puberal se puede detectar a través de la identificacion de estas sefales fisicas
[204].

Los factores o cambios fisioldgicos que inducen el incremento en la frecuencia pulsatil
de estas neuronas GnRH, situadas en el area preodptica — s6lo en los humanos — y en la
base del hipotdlamo, son inciertos. No se sabe si estas neuronas presentan una alta
restriccion inhibitoria, una falta de influencia excitatoria 0 ambas cosas [206, 207]. Diferentes
estudios sugieren que un aumento en las sefales excitatorias y/o en la sensibilidad al
glutamato, ademas de en los receptores de kisspeptina, serian procesos clave para la
promocién de la actividad de las neuronas GnRH [206, 208]. Por otra parte, la supresion de la
restriccion inhibitoria o la reducida sensibilidad a la retroalimentacion negativa también
parecen jugar un papel importante [206, 207, 209]. Otros estudios apuntan a la existencia de
un control epigenético de las neuronas GnRH, en el que las condiciones ambientales
desempenfarian una funcioén clave en el desarrollo puberal [205]. Hasta el momento se han
identificado una serie de sefiales consideradas por diferentes autores como “permisivas” para
el comienzo de la pubertad, como el caso de la leptina; sin embargo, sus mecanismos de
accién en el inicio de la pubertad aun se desconocen [206, 210].

El estatus nutricional de un individuo se reconoce como un factor determinante para el
comienzo de la pubertad [211, 212]. Esta documentado que la edad de comienzo de la
pubertad en las nifias (desarrollo mamario, estadio Il de Tanner) ha disminuido desde finales
del siglo XIX hasta nuestros dias. Se cree que esto se debe a la mejora de la salud publica y
la alimentacién [213-215]. Las variaciones en las condiciones nutricionales, como una dieta o
el aumento en el gasto energético, pueden influir en el comienzo y progresién de la pubertad
en muchas especies, incluyendo roedores y primates. Esto es asi porque muchos aspectos
de la fisiologia reproductiva de ambos sexos estan ligados a la disponibilidad energética,
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como por ejemplo la territorialidad y el cortejo en los machos, y el embarazo y la lactancia en
las hembras [204].

Los estudios experimentales de Kennedy y Mitra [211] fueron fundamentales para
describir los efectos de la alimentacién y el tamafno corporal en el comienzo de la pubertad.
Pudieron comprobar que el tiempo de comienzo de la pubertad en ratas esté correlacionado
con el tamano corporal, y no con la edad cronolégica. Posteriormente, en estudios
epidemioldgicos en humanos se evidenciaron descubrimientos similares, dando lugar a la
hip6tesis de que para un correcto desarrollo puberal se requiere una cantidad critica de grasa
corporal [212, 214, 215]. Estos estudios enfatizaron en el hecho de que la condicion de
extrema delgadez podria retrasar el inicio y progresion de la pubertad. Sin embargo, en las
tltimas dos décadas, diferentes estudios han constatado una incidencia creciente en el
comienzo temprano de la pubertad en nifias [216-218], algunos de los cuales sugieren que las
ninas obesas llegarian a la pubertad en una edad mas temprana [219, 220].

Estas publicaciones se han interpretado de diferentes maneras y, en su momento,
generaron un intenso debate en la comunidad cientifica acerca de si realmente el comienzo
de la pubertad estaria avanzando en la poblacion, o simplemente la monitorizacién del mismo
se estaria llevando a cabo de manera equivocada. Algunas inconsistencias metodolégicas
son evidentes en estos estudios, como por ejemplo, la utilizaciéon del estadio Il de Tanner,
determinado por evaluacion visual o palpaciéon, en el que etapas tempranas del desarrollo
mamario podrian confundirse con depdsitos de grasa. Asimismo, no se han incluido en los
estudios factores ambientales como el estrés o la exposiciéon a disruptores endocrinos, asi
como el andlisis de los niveles de esteroides sexuales y gonadotropinas, particularmente
relevantes en los estados iniciales del desarrollo mamario. Igualmente, los estr6genos
también se pueden generar a partir de la aromatizacion de andrégenos adrenales, un proceso
facilitado por el incremento en la produccién de aromatasa en los adipocitos [221]. Por todo
ello, es posible que el desarrollo mamario temprano en las nifias obesas sea la consecuencia
de un incremento en la produccién de estrogenos a partir de adipocitos maduros y no a partir
de la activacion del eje hipotalamo-hip6fisis-gbnadas, y por lo tanto no representaria un
auténtico comienzo de la pubertad. La falta de datos concluyentes que demuestren, en
relaciéon con lo anterior, reducciones paralelas en la edad de la menarquia en ninas obesas y
no obesas favorece este argumento, sugiriendo una disociacién temporal entre los signos
iniciales de la telarquia y el final del desarrollo puberal marcado por la primera menstruacién
[218, 222, 223]. Se ha demostrado que las nifias con sobrepeso que presentan un desarrollo
mamario precoz de progresion lenta y una adrenarquia prematura, exhiben una disminucion

en la pulsatilidad de la hormona luteinizante. Esto sugiere que, en estas condiciones, la
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adiposidad podria promover un aparente comienzo temprano de la pubertad pero con una
progresion lenta [224].

En el caso de los nifos, los datos disponibles en relacion con el estudio de la pubertad
presentan contradicciones, a pesar de lo cual parece que la edad de maduracién puberal en
ninos obesos tenderia a retrasarse [225, 226], lo que se podria explicar, al menos
parcialmente, por el incremento de la aromatizacién de los andrégenos a estrégenos debido a
la adiposidad [218]. No obstante, se necesita seguir investigando para obtener datos
adicionales y mas precisos en este sentido.

Esta bien establecido que el balance y la interaccion entre las sefnales metabdlicas y
la fase de desarrollo son muy importantes para el control del comienzo de la pubertad y la
correcta maduracién sexual [210, 227]. Un claro ejemplo de esta interaccidén son los ratones
ob/ob deficientes en leptina, que presentan obesidad mérbida a causa de su hiperfagia y
disminucion del gasto energético, ademas de una serie de anormalidades endocrinas [164]. El
incremento de adiposidad en estos ratones se puede observar en edades postnatales muy
tempranas, y es facilmente detectable en el destete. El desarrollo embrionario y postnatal de
los 6rganos sexuales es aparentemente normal, pero, tanto los machos como las hembras, no
son capaces de iniciar la pubertad. Mediante la restriccién de comida se consigue disminuir el
peso corporal, pero no se logra restituir la fertilidad; sin embargo, cuando se proporciona
leptina, se puede alcanzar el desarrollo puberal y la fertilidad [228]. Los niveles de
gonadotropinas en los ratones ob/ob de ambos sexos son menores respecto de los controles;
sin embargo, las células gonadotropas de la hipéfisis responden de forma apropiada a los
cambios en GnRH. De la misma manera, y a pesar de la gran cantidad de grasa corporal, los
niveles circulantes de esteroides sexuales también estan disminuidos [229]. Los testiculos y
ovarios de los ratones deficientes en leptina son mas pequefos y presentan diversas
anormalidades morfolégicas y bioquimicas. El lumen de los tubulos seminiferos esta hueco y
contiene menor cantidad de espermatozoides. Asimismo, las células de Leydig muestran un
reducido tamafio debido a la disminucién del contenido citopldsmico [230]. Los ovarios tienen
un namero similar de foliculos primordiales, primarios y secundarios comparado con los
control, pero no tienen foliculos de Graaf ni cuerpo luteo funcionales, pero cuando se
transplantan los ovarios de las hembras ob/ob a sus homélogas normales, se producen
esteroides sexuales y los ovocitos son viables [231]. Otro dato interesante en estos ratones es
que la expresion génica y el patrén de distribucion de las neuronas GnRH es similar a los
control, lo que sugiere que la via de migracién normal de estas neuronas tendria lugar durante
el desarrollo, siendo, por tanto, la ausencia en el incremento de la pulsatilidad de las neuronas
GnRH el factor primario causal que impide el comienzo de la pubertad [229, 232].
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Los humanos con obesidad monogénica causada por mutaciones de pérdida de
funcién en el gen de la leptina, exhiben un fenotipo reproductivo muy similar a los ratones
ob/ob [228, 233]. Estos individuos presentan una obesidad mérbida de comienzo temprano y
no entran en pubertad. El tratamiento con leptina recombinante corrige su fenotipo metabélico
e incrementa la frecuencia de secrecion de gonadotropinas [168, 228]. Es importante resaltar
que la terapia de reemplazo de leptina en nifos deficientes en la hormona, que se lleva a
cabo en una etapa de desarrollo temprano, no induce pubertad precoz, lo que indica que el
papel de la leptina en el comienzo de la pubertad depende del desarrollo del individuo [168].
Este hecho apoya la idea del papel de la leptina como un factor permisivo mas que como un
desencadenante de la pubertad.

Los efectos reguladores de la leptina sobre la fisiologia reproductiva estan mediados,
al igual que en el caso del apetito, por la isoforma larga del receptor de leptina que se expresa
en el cerebro [234, 235]. Esto es asi, ya que las mutaciones con pérdida de funcién de este
receptor, tanto en humanos como en ratones, producen un fenotipo metabdlico y reproductivo
similar al de los sujetos deficientes en leptina [236]. En diferentes especies y en ambos sexos,
esta bien establecido que la leptina actta en el cerebro para incrementar el ritmo pulsatil de
secrecion de GnRH [237, 238]. Sin embargo, hay datos contradictorios acerca de si la leptina
ejerce su accion a través de su receptor expresado en las neuronas GnRH [239]. Quennell y
colaboradores [240] observaron que en ratones knockout para el receptor de leptina de las
neuronas GnRH, se producia una maduracién sexual correcta, con la consiguiente capacidad
reproductiva intacta. Otros estudios posteriores demostraron que las neuronas GnRH de ratén
no expresan practicamente receptor de leptina [239, 241]. Por lo tanto, la accidon de la leptina
para estimular la secrecion de GnRH debe de ejercerse a través de otras neuronas que
converjan finalmente en las neuronas GnRH. Existen dos areas en el hipotalamo con
poblaciones neuronales que expresan receptores de leptina, y que inervan directamente a las

neuronas GnRH: el nucleo premamilar ventral y el ndcleo estriohipotaldmico [241].

Alternativamente, los efectos de la leptina sobre el eje neuroendocrino reproductivo se
pueden ejercer a través del sistema kisspetina/Gpr54, el cual controla, a su vez, la actividad
neuronal GnRH [232, 241, 242]. Las kisspeptinas, los productos del gen Kiss1, y su receptor
Gpr54 son factores esenciales en el control de la maduracion sexual. En humanos y ratones
se ha comprobado que las mutaciones con pérdida de funcién en Kiss1 o Gpr54 provocan
hipogonadismo hipogonadotropo, resultando, por tanto, en una falta de desarrollo puberal
[244, 245]. Debido a las similaridades que presentan en cuanto a sus fenotipos reproductivos,
los individuos con mutaciones con pérdida de funcion tanto en los genes de leptina y
kisspeptina como en los genes de sus receptores afines, el sistema Kiss1-Gpr54 se ha
convertido en el principal candidato como mediador de los efectos de la leptina en la
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pubertad. Asi pues, distintos grupos de investigacion han observado que las neuronas
kisspeptina del nlcleo arcuato expresan receptores de leptina; sin embargo, en algunos
laboratorios se demuestra un grado de colocalizacién moderado o alto [246, 247], mientras
qgue en otros las tasas de colocalizacidon son muy pequefas [241, 242]. A pesar de estos
resultados contradictorios, se ha comprobado en diferentes estudios que las condiciones
metabdlicas que propician niveles bajos de leptina, como el caso de ratones mutantes o en
estados de balance energético negativo, resultan en una disminucién de la expresién de Kiss1
0 en una produccién aminorada de kisspeptinas [248-250]. Un descubrimiento importante a
destacar es que tras la delecion selectiva de los receptores de leptina de las neuronas Kiss1,
los ratones sometidos a este proceso mostraron un desarrollo puberal, maduracién sexual y
fertilidad normales [232], lo que indica que no se requeriria la accién directa de la leptina en
las neuronas Kiss1 para el comienzo normal de la pubertad. En relacién con esto, se ha
demostrado que las hembras de ratdén con ablacién de las neuronas kisspeptina no presentan
ningun déficit en el desarrollo puberal [252].

AuUn se necesita clarificar si estos resultados reflejan la presencia de sistemas de
redundancia y/o adaptaciones relacionadas con el desarrollo; pero lo que si han demostrado
es que el receptor de leptina se expresa en las neuronas Kiss1 del nlcleo arcuato pero no en
las neuronas Kiss1 del area preoptica [241, 242, 250], que las neuronas Kiss1 que expresan
receptores de leptina en el nicleo arcuato no inervan directamente a las neuronas GnRH
[241], y que no se requiere la accién directa de la leptina en las neuronas Kiss1 para la
maduracion puberal y la fertilidad [232]. Estos estudios también sugieren que los cambios en
la expresion de Kiss1 y en la produccién de kisspeptinas en estados de niveles disminuidos
de leptina, estan mediados por rutas neuronales indirectas o por la accion directa de senales
metabdlicas alternativas aun no identificadas.

Diversos autores han demostrado que el nlcleo premamilar ventral juega un papel
clave en la mediacién de los efectos de la leptina en el inicio de la pubertad, sugiriendo que
esta area seria la encargada de integrar las sefales metabdlicas, reproductivas y del medio
ambiente [239, 252, 253]. Las proyecciones neuronales del ndcleo premamilar ventral se
extienden a zonas del cerebro relacionadas con el control reproductivo, como el ndcleo
periventricular anteroventral, el nicleo predptico medial, el nicleo medial de la amigdala y el
nucleo estriado [254, 255]. Asimismo, el nicleo premamilar ventral contiene gran cantidad de
neuronas que expresan receptores de leptina y que se proyectan directamente a neuronas
GnRH [241, 252]. Una alta proporcibn de estas neuronas produce dos tipos de
neurotransmisores: glutamato y o6xido nitrico, y se pueden despolarizar por accién de la
leptina [252, 256, 257], lo que sugiere que estas células son potencialmente estimuladas por

niveles cambiantes de la hormona circulante; lo cual a su vez puede activar las neuronas
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GnRH vy las del nucleo periventricular anteroventral [232]. Se ha comprobado que en ratones
hembra nulos para el receptor de leptina, la induccidén de la expresién endégena del mismo
selectivamente en las neuronas del nucleo premamilar ventral, induce el comienzo del
desarrollo puberal y mejora la fertilidad, sin embargo, en los machos no se aprecia ninguna
mejora en su fisiologia reproductiva [232]. Ademads, en ratones hembra ob/ob, la lesion del
nucleo premamilar ventral provoca un retraso significativo en el desarrollo puberal, que se
logra inducir por la administracion de leptina [232]. Asi pues, estos descubrimientos sugieren
que la accion de la leptina en las neuronas del nucleo premamilar ventral es necesaria y

suficiente para el desarrollo puberal normal de la hembra de ratén (figura 5).

AVPV
Kiss1(?)

Sefales del
medioambiente

7 s/ Secrecion de LH
: LepRb’ |

‘ 4
i Arc
Inicio de la
pubertad

Esteroides
sexuales

Figura 5. llustracion representativa de la posible ruta neuronal mediadora del efecto de la leptina en el
comienzo de la pubertad (modificado de Carol F. Elias [204]). 3v: tercer ventriculo; Arc: nlcleo arcuato; PMV:
nucleo premamilar; LepRb: receptor de leptina; ER/AR: receptores de estrégenos y andrégenos; NO: 6xido
nitrico; AVPV: nucleo periventricular anteroventral; GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas; LH:
hormona luteinizante.

A pesar de todos estos estudios, aln quedan diferentes elementos por determinar en
torno al papel de la leptina en el comienzo de la pubertad. Como se ha mencionado
anteriormente, se cree que la accion de la leptina estad mediada por los receptores especificos
que se expresan en el cerebro. Sin embargo, tanto la isoforma corta del receptor como la
larga se encuentran en varios érganos periféricos, ademas de en las génadas y la hipdfisis,
desconociéndose la relevancia fisiolégica de ellas fuera del cerebro. Muchos de los datos
acerca de los efectos permisivos de la leptina en el comienzo de la pubertad se han generado
usando modelos animales de deficiencia de leptina o de su receptor, pero el papel de la
hormona a niveles fisiolégicos normales aun no esta claro [204]. Aunque se sabe que la
leptina ejerce un efecto inhibitorio en la esteroidogénesis [258], lo que aumenta la
aromatizacion y favorece la produccion de estrégenos cuando existe una alta disponibilidad
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de andrégenos [259]; se desconoce si este mecanismo guarda relacion con el aparente
incremento en la tasa de las nifnas obesas que adelantarian el comienzo de la pubertad. Si
este comienzo temprano de la pubertad estaria reflejando una activacién del eje hipotalamo-
hipofisis-gonadas, y si estos efectos periféricos podrian explicar el retraso en la maduracion
sexual en los nifos obesos, se desconoce y debe de ser investigado mas profusamente.

Anteriormente se indicé la existencia de estudios en ratones que demostraron que no
se requiere que la leptina actle sobre las neuronas Kiss1 para el correcto desarrollo puberal.
Sin embargo, se ignora la presencia de posibles mecanismos o sistemas paralelos
redundantes que puedan compensar la falta de sefalizaciéon por leptina en las neuronas
Kiss1, o si la accion de la leptina en estas neuronas es suficiente para inducir la pubertad en
ausencia de estas posibles rutas. La accién selectiva de la leptina en las neuronas del nucleo
premamilar ventral es suficiente para inducir la pubertad en ratones hembra nulos para el
receptor de leptina, pero no en machos. Esto sugiere la existencia de un circuito sexualmente
dimérfico por el cual la leptina actuaria en el comienzo de la pubertad. Otra cuestion por
determinar es si las neuronas del nucleo premamilar ventral actian directamente sobre las
neuronas GnRH, activan primeramente a las neuronas kisspeptina y/o activan otra ruta
indirecta. En relacion con esto, también debe establecerse si ese efecto estd mediado por
neurotransmisién glutamatérgica y/o nitrérgica, y si esta ello causado por la plasticidad
sinaptica de las neuronas GnRH en la eminencia media.

Otros aspectos importantes que hay que investigar en mayor profundidad son el papel
que juegan las neuronas estriohipotalamicas en el comienzo de la pubertad y cuales son las
rutas de senalizacion, los cambios en la expresion génica y/o la actividad celular, por los
cuales la leptina puede ejercer su efecto permisivo en el desarrollo puberal.

4. Hipétesis

La sobrenutricion neonatal, con el consiguiente desarrollo de sobrepeso prepuberal,
produciria un cambio en la sensibilidad central a la leptina que modificaria el comienzo de la
pubertad.
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5. Objetivos

28

1.

Determinar si la sobrenutricién neonatal afecta a la senalizacién basal por leptina en el
hipotalamo a lo largo del desarrollo postnatal, y cémo este hecho se correlaciona con

cambios en los niveles circulantes de leptina.

Estudiar si la sobrenutricién neonatal modifica la sefalizacién central basal por leptina
de manera diferente en machos y hembras durante el desarrollo.

Investigar si la sobrenutricion neonatal modifica la respuesta central a un aumento
agudo de leptina pre- y peripuberalmente, y si esta respuesta es diferente en machos
y hembras.

Determinar si el aumento agudo de leptina en la etapa peripuberal de los machos y
hembras sobrenutridos neonatalmente implicaria una activaciéon del eje hipotalamo-

hipofisario.
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1. Modelos experimentales

Para lograr los objetivos marcados en este estudio se desarrollaron dos modelos
fisiolégicos de sobrepeso mediante la manipulacion del tamarno de la camada de ratas Wistar
provenientes de cruces entre hembras y machos, ajustando el nimero de crias el dia del
nacimiento a 4 6 12 por madre hasta el momento del destete (dia 21), con igualdad de sexos
por camada, con pesos Y longitudes equivalentes (entre 5,7 y 6,3 gramos, entre 4,6 y 5,0 cm)
y con realizacion de “cross-fostering”. Esta distribucién permite que las camadas de 4 crias
tengan una mayor disponibilidad de nutrientes durante la lactancia y, por ende, desarrollan un
mayor peso corporal respecto a las camadas de 12 crias, tomadas éstas como control. Las
manipulaciones experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con las Normas de Etica en la
Investigacion con Animales de la Unién Europea y fueron aprobadas por el respectivo Comité
Etico (Real Decreto 1201/2005). Los animales utilizados en este estudio procedian de Harlan
Interfauna Ibérica, Barcelona, Espana.

1.1. Modelo de sobrepeso durante el desarrollo

Para llevar a cabo este modelo se fijaron 5 puntos experimentales en los dias
postnatales 10, 21, 30, 50 y 85, correspondiendo los tres primeros al periodo prepuberal y los
dos ultimos al periodo postpuberal (figura 6). En todos los puntos se estudiaron ambos sexos,
controlando el peso y la longitud, y estabulando a los animales en parejas del mismo sexo a
partir del dia 21 (destete). Entre las 09:00 y las 11:00h de cada uno de los dias de estudio se
sacrificaron los animales mediante decapitacion o perfusién (los animales se sometieron a
ayuno durante 12 horas antes del sacrificio en el caso de los dias 30, 50 y 85). De los
animales decapitados se recogié y pesé el cerebro (hipotdlamo e hipdfisis), la grasa
(subcutanea abdominal, visceral perigonadal y parda), las génadas y el musculo
gastrocnemio, congelandolos inmediatamente en nieve carbénica y almacenandolos a -80 °C
hasta el momento de su utilizacion. También se recogié la sangre truncular en tubos con
EDTA 0,2 M pH 7,4 manteniéndola en hielo, para posteriormente centrifugar a 15000 rpm
durante 20 minutos para quedarnos con el plasma.

Todos los animales de este modelo experimental se mantuvieron y sacrificaron en el
animalario del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de la Universidad
Autbnoma de Madrid, bajo condiciones constantes de luz-oscuridad, con ciclos de 12 horas, y
temperatura (22-24 °C); y se les suministré una dieta estandar ad libitum que contenia 16,1%
de proteinas, 3,1% de grasas, 60% de carbohidratos y 2,9 kilocalorias/gramo (Panlab,
Barcelona, Espana).
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Periodo prepuberal Periodo postpuberal
I 1 I 1

Nacimiento Dia10 Dia 21 Dia 30 Dia 50 Dia 85
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Figura 6. Esquema representativo del modelo fisiolégico de sobrepeso durante el desarrollo basado en la
sobrenutricion neonatal de ratas Wistar (n=12 por grupo experimental — sobrenutricién o control — por sexo
por dia). Mediciones realizadas: peso, longitud, glucemia e ingesta. Muestras tomadas: hipotalamo, hipéfisis,
grasa (visceral y subcutanea) y sangre.

1.2. Modelo de sobrepeso prepuberal con administraciéon aguda de
leptina

Este modelo se desarroll6 teniendo en consideracion el dimorfismo sexual de las ratas
Wistar en cuanto al comienzo de la pubertad, siendo, aproximadamente, los dias 32 y 37 los
momentos de comienzo de la misma en hembras y machos, respectivamente [260]. Asi pues,
se fijaron 3 puntos de estudio prepuberal los dias postnatales 21, 30 y 35 (figura 7) con un
control del peso, la longitud y la ingesta. En el primero de ellos se estudiaron ambos sexos,
mientras que en los otros dias s6lo se estudié uno de ellos, de forma que se evaluaran las
caracteristicas de nuestro interés justo antes del comienzo de la pubertad. Para ello, en el dia
21 (destete) se estabularon los animales en parejas del mismo sexo y se monitorizaron los
signos externos indicadores de la entrada en pubertad, esto es, apertura vaginal en hembras
y retirada balano-prepucial en machos. A las 09:00h de cada uno de los 3 puntos
experimentales se inyectd intraperitonealmente leptina (3 ug/g peso; National Hormone &
Pituitary Program, Torrance, CA, USA) o vehiculo (suero salino con 0,1% de suero fetal
bovino, 10 uL/g peso) [261], sacrificando los animales mediante decapitacion 45 minutos o 2
horas después en funcién de los estudios posteriores de sefalizacién intracelular y expresién
génica que se iban a realizar (los animales se sometieron a ayuno durante 12 horas antes del
sacrificio en el caso de los dias 30 y 35). En todos los casos se recogié y pesé el cerebro
(hipotalamo e hipdfisis), la grasa (subcutanea abdominal, visceral perigonadal y parda), las
gonadas y el musculo gastrocnemio, congelandolos inmediatamente en nieve carbonica o
nitrégeno liquido y almacenandolos a -80 °C hasta el momento de su utilizacién. También se
recogi6 la sangre truncular en tubos con EDTA 0,2 M pH 7,4 manteniéndola en hielo, para
posteriormente centrifugar a 15000 rpm durante 20 minutos para quedarnos con el plasma, el
cual se congelé a -80 °C hasta su uso.
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Los animales del dia postnatal 21 se mantuvieron y sacrificaron en el animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid. Los animales de dias
postnatales 30 y 35 se mantuvieron y sacrificaron en el animalario de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Cordoba. En ambos casos las ratas estuvieron bajo condiciones
constantes de luz-oscuridad, con ciclos de 12 horas, y temperatura (22-24 °C); y se les
suministré una dieta estandar ad libitum que contenia 16,1% de proteinas, 3,1% de grasas,
60% de carbohidratos y 2,9 kilocalorias/gramo (Panlab, Barcelona, Espana).

MNacimiento Dia 21 Dia 30 Dia 32 Dia 35 Dia 37
- I 1 1
Sobrenutricion i Pubertad m Pubertad
neonatal /f‘h(‘\. ;
- =) L -
> L2 P
|
Leptina 3pg/y peso) 6
Vehiculo {10 pL/g peso) P
"‘--..__. J
_
N Estudio
45 minutos 45 minutos —————— SenRalizacion intracelular
2horas ——— SeRalizacién intracelular
y expresion génica

Figura 7. Esquema representativo del modelo fisiolégico de sobrepeso prepuberal basado en la
sobrenutricion neonatal de ratas Wistar (dia 21: n=36 por grupo experimental — sobrenutricién o control — por
sexo; dias 30 y 35: n=24 por grupo experimental). IP: intraperitoneal. Mediciones realizadas en dia 21: peso y
longitud. Mediciones realizadas en dias 30 y 35: peso, longitud, ingesta y control de signos externos de
pubertad. Muestras tomadas en todos los puntos experimentales: hipotalamo, hipdfisis (excepto dia 21),
grasa (visceral, subcutanea y parda), gébnadas y sangre.

2. Técnicas analiticas

En cada uno de los dos modelos experimentales se estudiaron diferentes moléculas
de especial interés relacionadas con la obesidad, el control homeostatico, el desarrollo y la
pubertad (figuras 8 y 9). En el plasma se analizaron la leptina, insulina, testosterona y la
hormona luteinizante. En el hipotalamo se estudiaron las proteinas relacionadas con la
sefalizacién intracelular por leptina, ademas de la expresibn génica de distintos
neuropéptidos, hormonas y receptores. Finalmente, en la hipéfisis se evalué la expresién
génica de gonadotropinas y de las hormonas del crecimiento y estimulante de la tiroides. Las
técnicas empleadas para ello fueron el inmunoensayo multiple en suspension, el ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas, el radioinmunoanalisis, el western blotting, la reaccién en

cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real y la inmunohistofluorescencia.
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Dias 10 21 30 50 85
Plasma Hipotalamo I

Leptina/insulina (BIOPLEX) ‘SOCSSI STAT3
Testosterona (ELISA) (WESTERN BLOTTING)
Estradiol (ELISA) -

Hipofisis ]G
(LHIFSHIGHITSH (qRT-PCR))

Figura 8. Esquema representativo de las moléculas estudiadas, y las técnicas utilizadas para ello, en plasma,
hipotalamo e hipoéfisis del modelo de sobrepeso durante el desarrollo. BIOPLEX: inmunoensayo multiple en
suspensién; gRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real; SOCS3: supresor de
la sefalizacion por citoquinas 3; STAT3: transductor de sefal y activador de la transcripcion 3; LH: hormona
luteinizante; FSH: hormona foliculo estimulante; GH: hormona del crecimiento; TSH: hormona estimulante de
la tiroides; Kiss: kisspeptina; GnRH: hormona liberadora de gonadotropina.

Dia21 /- Dia 30 - Dia 35
45 minutos 45 minutos / 2 horas 45 minutos / 2 horas
Plasma Plasma Plasma
Leptina [ insulina (BIOPLEX) Leptina / insulina (BIOPLEX) Leptina [ insulina (BIOPLEX)
Testosterona (ELISA) Hormona luteinizante (RIA) Testosterona (ELISA)
Hormona luteinizante (RIA) Estradiol (ELISA) Hormona luteinizante (RIA)
Hipotalamo Hipotalamo Hipotalamo
JAK-2 | STAT3/ Akt ERKs JAK-2 | STAT3/ Akt ERKs | JAK-2 | STAT3/Akt/ ERKs !
SOCS3/PTP1B /PTEN SOCS3/PTP1B I PTEN SOCS3/PTP1B /PTEN
(WESTERN BLOTTING) (WESTERN BLOTTING) (WESTERN BLOTTING)
2 horas 2 horas
Hipotalamo (qRT-PCR) Hipotalamo (qRT-PCR)
NPY | AgRP f POMC | LepR | BDNF ! NPY [ AgRP | POMC | LepR { BDNF |
GnRH ! Kiss [KissR [ IGF-1 GnRH I Kiss | KissR | IGF-1
Hipofisis Hipofisis
(LHIFSHIGHITSH (qRT-PCR)) (LHIFSHIGHITSH (gRT-PCR))

Figura 9. Esquema representativo de las moléculas estudiadas, y las técnicas utilizadas para ello, en el
plasma, hipotalamo e hipéfisis del modelo de sobrepeso prepuberal con administracion aguda de leptina tras
45 minutos o 2 horas. BIOPLEX: inmunoensayo multiple en suspensién; ELISA: ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas; RIA: radioinmunoensayo; qRT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real; JAK-2: Janus quinasa 2; STATS3: transductor de sefal y activador de la transcripcion 3; Akt:
proteina quinasa especifica de serina/treonina; ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; SOCS3:
supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; PTEN: homdélogo de la
fosfatasa y la tensina; NPY: neuropéptido Y; AgRP: proteina relacionada con Agouti; POMC: pro-
opiomelanocortina; LepR: receptor de leptina; BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro; GnRH:
hormona liberadora de gonadotropina; Kiss: kisspeptina; KissR: receptor de kisspeptina; IGF-1: factor de
crecimiento similar a la insulina-l; LH: hormona luteinizante; FSH: hormona foliculo estimulante; GH: hormona
del crecimiento; TSH: hormona estimulante de la tiroides.
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2.1. Inmunoensayo multiple en suspension

En los dos modelos experimentales se determinaron las concentraciones plasmaticas
de leptina e insulina mediante el uso del kit “MILLIPLEX® MAP Rat Serum Adipokine Panel”
(Millipore, Billerica, MA, USA). Este ensayo en suspension estd basado en el uso de
microesferas para el anclaje de los anticuerpos primarios, las cuales son detectadas
individualmente tras su activacion por fluorescencia. En cada uno de los inmunoensayos
individuales, en este caso leptina e insulina, el anticuerpo de captura se acopla a una
microesfera con caracteristicas Unicas, lo que permite que sea discriminada de las otras que
forman parte del sistema. Estas microesferas, de poliestireno o latex, tiene un tamafio de
entre 3 y 5 micras, y un cédigo de color por medio de dos fluor6foros rojo y naranja, que
mezclados en distinta proporcién permiten obtener diferentes particulas. Para la realizacién
de esta técnica se agrupan las diferentes microesferas, y se lleva a cabo el inmunoensayo en
un vial o en un pocillo de microplaca. Cada una de las reacciones antigeno-anticuerpo se
detecta y cuantifica en cada tipo de microesfera con un sistema indicador por fluorescencia.
La intensidad de las senales emitidas se mide por citometria de flujo, cuantificando la reaccion
antigeno-anticuerpo, o lo que es lo mismo, la cantidad de analito capturado en cada
microesfera. Cada una de ellas, amén de la cantidad de analito inmovilizado, se identifican
segun el codigo de color medido por una segunda sefial fluorescente, permitiendo de esta

manera la cuantificacién simultdnea de diferentes moléculas en una sola muestra.

El protocolo que se llevé a cabo para esta técnica fue el proporcionado por la casa
comercial. La placa del ensayo se equilibré6 con 200 pL de tampdn de ensayo (kit comercial)
por pocillo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se retir6 el tamp6n de ensayo por
completo y se anadieron 25 uL de cada estandar (de 0 a 50.000 pg/mL) o control de calidad
interno (con las concentraciones de leptina e insulina que indique el kit) en los pocillos
determinados previamente al efecto, siempre por duplicado. A continuacion, se anadieron 25
UL de tampon de ensayo en los pocillos destinados posteriormente a las muestras
plasmaticas a evaluar. Después, se anadieron 25 pL de matriz sérica (kit comercial) a los
pocillos de los estandares y controles de calidad, y 25 uL de plasma en los pocillos
apropiados. El siguiente paso fue la adiciéon de 25 pL de la mezcla de microesferas (leptina e
insulina, kit comercial) en cada uno de los pocillos. La placa de ensayo se tapé y se incubd en
agitacion 16-18 horas a 4 °C. Seguidamente, se eliminé el contenido de los pocillos y se
procedié a lavar 3 veces con 200 uL de tampdn de lavado (kit comercial). Una vez eliminado
por completo el tampdn de lavado, se anadieron en todos los pocillos 50 uL de disolucién con
anticuerpos monoclonales conjugados con biotina para leptina e insulina dirigidos frente a
determinantes antigénicos diferentes de los acoplados a las microesferas (kit comercial), se
cubri6 la placa y se incubd en agitacion 2 horas a temperatura ambiente, para
inmediatamente anadir otros 50 uL de estreptavidina-ficoeritrina (kit comercial). Se cubrié la
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placa y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se elimino el contenido
de los pocillos y se lavd 3 veces con 200 uL de “Wash Buffer” por pocillo. Finalmente, y
después de vaciar por completo el liquido de los pocillos, se afadieron 100 pyL de tampén
necesario para la cuantificacion (kit comercial), resuspendiendo las microesferas 5 minutos en
agitacion para proceder a la determinacion de los parametros de estudio utilizando el “Bio-
Plex™ 200 System” y el “Bio-Plex Manager™ Software 4.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). La senal de la ficoeritrina, comun para ambas hormonas, se discriminé en funcién
de la sefal emitida por las microesferas conjugadas con los anticuerpos para leptina e
insulina. El limite de sensibilidad para la leptina y la insulina fue de 0,0097 y 0,0525 ng/mL,
respectivamente. El coeficiente de variacion intraensayo oscilé entre 1,67 y 4,2 %, mientras
que el coeficiente de variacién interensayo oscil6 entre 2,83 y 13,55 %.

2.2. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

Las concentraciones plasmaticas de testosterona en los machos de ambos modelos
se determinaron mediante el uso del “Rat Testosterone (T) ELISA kit” (CUSABIO BIOTECH,
Hubei, China). El protocolo utilizado fue el proporcionado por la casa comercial. Asi pues, se
valor6 la concentracion hormonal de todas las muestras en duplicados de 50 pL
estableciendo 6 estdndares de concentraciones crecientes entre 0 y 25,6 ng/mL. A
continuacién, se anadieron 50 pL de conjugado con peroxidasa de rdbano y 50 uL de
anticuerpo anti-testosterona (kit comercial). Se mezclé bien y se incubé 1 hora a 37 °C.
Seguidamente, se lavé 3 veces consecutivas con 200 uL de tampén de lavado (kit comercial),
asegurandonos de eliminar éste completamente después de cada lavado. Después, se
afadieron 50 pL de substrato A y otros 50 uL de substrato B (kit comercial), mezclando bien e
incubando 15 minutos a 37 °C. Por ultimo, se afadieron 50 puL de solucién para parar la
reaccion (kit comercial) y determinar la densidad o6ptica de las muestras a 450 nm con el
espectrofotometro Infinite M200 (Tecan Group, Salzburgo, Austria). La concentracion
hormonal se determiné mediante la comparacién de la densidad éptica de las muestras con
las de la curva estandar. El limite de sensibilidad de esta técnica fue 0,06 ng/mL, mientras
que los coeficientes de variabilidad intra- e interensayo fueron <8 y <10 %, respectivamente.

Las concentraciones plasmaticas de estradiol en las hembras del modelo de
desarrollo y en las hembras de dia 30 del modelo de sobrepeso prepuberal con
administracion aguda de leptina se determinaron mediante el uso del “Rat Estradiol ELISA kit”
(CUSABIO BIOTECH, Hubei, China). El protocolo que se llevé a cabo fue el que la casa
comercial proporcionaba junto con el kit. Para ello, se valord la concentracion hormonal de
todas las muestras en duplicados de 50 L, estableciendo 6 estandares de concentraciones
crecientes entre 0 y 0,6 ng/mL. A continuacién, se anadieron 50 pyL de conjugado con
peroxidasa de rabano y 50 uL de anticuerpo anti-estradiol (kit comercial). Se mezclé bien y se
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incub6 2 horas a 37 °C. Posteriormente, se lavo 3 veces consecutivas con 200 pL de tampon
de lavado (kit comercial), asegurandonos de eliminar éste completamente después de cada
lavado. Acto seguido, se anadieron 50 uL de substrato A y 50 puL de substrato B (kit
comercial), mezclando bien e incubando 15 minutos a 37 °C. Finalmente, se anadieron 50 pL
de soluciéon para parar la reaccién (kit comercial) y determinar la densidad éptica de las
muestras a 450 nm con el espectrofotometro Infinite M200. La concentracién hormonal se
determin6 mediante la comparacion de la densidad 6ptica de las muestras con las de la curva
estandar. El limite de sensibilidad de esta técnica fue 0,015 ng/mL, mientras que los
coeficientes de variabilidad intra- e interensayo fueron <15% en ambos casos.

2.3. Radioinmunoensayo

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de la hormona luteinizante en
los animales del modelo de sobrepeso prepuberal con administracion aguda de leptina se
realizé en el laboratorio del Prof. Tena-Sempere en el Departamento de Biologia Celular,
Fisiologia e Inmunologia de la Universidad de Cordoba. Para ello, se valoré la hormona de
todas las muestras plasmaticas en el mismo ensayo en duplicados de 25 plL utilizando una

prueba de doble anticuerpo anti-LH marcado con 1'#° (

kit proporcionado por el National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) siguiendo el método desarrollado por Sanchez-
Criado y colaboradores [262]. El coeficiente de variacion intraensayo fue 8% y la sensibilidad

del ensayo fue 3,75 pg por tubo.

2.4. Western blotting

Los hipotdlamos analizados mediante esta técnica se procesaron previamente a la
misma de diferente manera segun el caso. Asi pues, los tejidos de los animales del modelo de
sobrepeso prepuberal con administracién aguda de leptina por 45 minutos y del modelo de
sobrepeso durante el desarrollo fueron homogeneizados en 500 L de buffer de lisis (fosfato
sodico 0.1 M, pH 7.4, Triton X-100 20%, dodecil sulfato sédico 10 %, azida soédica 0,5 %,
deoxicolato sédico 0.5 %, PMSF 100 mM y una tableta de cocktail de inhibidores de proteasas
de Roche Diagnostics, Mannhein, Alemania; todo en agua destilada) durante 1 minuto
utilizando un molino mezclador (MM 400, Retsch, Hann, Alemania). A continuaciéon se
centrifugaron los lisados 10 minutos a 14000xg y 4 °C, recogiendo acto seguido el
sobrenadante en el que se encuentra la fraccion proteica total de las muestras, que se puede
congelar a -80 °C hasta su cuantificacién.

Los hipotalamos de los animales del modelo de sobrepeso prepuberal con

administracién de leptina por 2 horas se procesaron empleando el kit “RNeasy Plus Mini”
(QIAGEN lIberia, Madrid, Espana). Esto fue asi ya que este kit permite aislar tanto ARN como
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proteinas a partir de una misma muestra de tejido con mejor rendimiento que las técnicas
habituales, lo que permiti6 estudiar la sefalizacion intracelular y la expresion génica sin
necesidad de utilizar mas animales. El protocolo utilizado fue el proporcionado por la casa
comercial con la salvedad de varias modificaciones metodol6gicas. De esta forma, los tejidos
se homogeneizaron en 600 uL de buffer “RLT Plus” (kit comercial) durante 1 minuto utilizando
el molino mezclador. A continuacion se centrifugaron los lisados 3 minutos a 12000xg, para
seguidamente transferir los sobrenadantes a columnas “gDNA Eliminator” (kit comercial)
colocadas en tubos de 2 mL y centrifugar 1 minuto a 8000xg. A los filtrados de las columnas
se les anadié 1 volumen de etanol al 70% y se mezcld bien por pipeteo. Estas muestras se
transfirieron a columnas “RNeasy” (kit comercial) situadas en tubos de 2 mL, y se
centrifugaron 1 minuto a 8000xg. En los filtrados de estas columnas esta la proteina, que
debe ser precipitada para poder cuantificar su concentraciéon. Para ello, las muestras se
diluyeron en 4 volimenes de acetona y se dejaron 30 minutos a -20 °C. Posteriormente, se
centrifugd 10 minutos a 3000 rpm para eliminar la acetona. Los pellets obtenidos se
resuspendieron entre 50 y 200 pL de tampén CHAPS (urea 7M, thiourea 2M, CHAPS 4% w/v,
TRIS 1M 8,8 0,5% v/v en agua destilada) dependiendo de la cantidad de tejido de partida.
Estas muestras se pueden congelar a -80 °C hasta su cuantificacion.

Para la cuantificacion de la concentracion de proteinas se utiliz6 el método de
Bradford, basado en el cambio del espectro de absorcién del reactivo homénimo al
interaccionar con las proteinas [263]. Para ello, cada uno de los lisados se diluyé en agua
destilada y seguidamente en reactivo de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espafa),
obteniendo unas concentraciones de fraccion proteica de 1:400 con el agua y 1:500 junto con
el reactivo. La mezcla se agité mediante vortex y se dejé reposar 5 minutos a temperatura
ambiente. En paralelo se prepard una curva patrén con concentraciones de 0 a 25 pg de
albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana). Después se midié la absorbancia a
595 nm con el espectrofotémetro Infinite M200. La concentracion proteica se determiné
mediante la comparacion de la densidad éptica de las muestras con las de la curva estandar.

A partir de la fraccion proteica, ya cuantificada, se tomaron cantidades de proteina
total de 40 ug y volumenes equivalentes de tampén Laemmli 2x o 5x (Tris-HCI 1M pH 6,8,
glicerol 25%, SDS 2% y azul de bromofenol 0,01%) dependiendo de la concentracién de
proteina. Seguidamente se procedié a centrifugar durante 1 minuto (8000 rpm) para mezclar
bien la muestra y el tampdn. A continuacion se desnaturalizaron las muestras durante 5
minutos a 100 °C (termoblocker Eppendorf Thermomixer compact, Hamburgo, Alemania), y
nuevamente se centrifugdé durante 1 minuto (8000 rpm) para que la condensacion se mezcle
con la muestra. En este punto las muestras se pueden conservar en hielo 0 a -20 °C en

funcibn de si se va a seguir con la técnica en ese momento o al dia siguiente,
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respectivamente. El siguiente paso fue la separacion electroforética de las muestras en geles
de poliacrilamida, en este caso del 10%, en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE
(tampon de carrera compuesto por 100 mL Tris-glicina 10X, 10 mL SDS 10% en 1L de agua
destilada), a un voltaje constante de 80V durante 15-20 minutos hasta que las muestras
quedan alineadas, y posteriormente 140V hasta que las muestras alcanzan el final del gel,
aproximadamente 60 minutos. A continuacion, se transfirieron las proteinas a membranas de
polivinildenedifloride (tampdn de transferencia compuesto por 80 mL Tris-glicina 10X, 80 mL
metanol en 800 mL de agua destilada) a un amperaje constante de 350mA durante 90
minutos. Se comprobé la eficiencia de la correcta transferencia tiiendo las membranas con el
marcador de bandas proteicas rojo Ponceau S (para destefir las membranas se empled6 acido
acético al 10%).

El paso subsiguiente fue el bloqueo de las membranas para que el anticuerpo que se
utiliza no se una inespecificamente a puntos libres de proteina en la membrana. Para ello, se
utilizé un tampoén de bloqueo con leche desnatada o albumina sérica bovina (para detectar
proteinas fosforiladas) al 5% y 100 mL de TBS-Tween 20 1X (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; NaCl
0,1 M, Tween 20 0,1%) en 1 L de agua destilada; durante un tiempo de 90 minutos en
agitacion y a temperatura ambiente. A continuacion, las membranas se incubaron con los
anticuerpos primarios correspondientes a la proteina de interés (tabla 1), diluidos en el
tampén de bloqueo pertinente (1:1000), durante toda la noche en agitacion a 4 °C.
Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 15 minutos con tampdén TBS-Tween 20 en
agitacion a temperatura ambiente, y se incubaron las membranas con los anticuerpos
secundarios correspondientes (tabla 1) diluidos en tampdn de bloqueo con leche desnatada
(1:2000), durante 90 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Se realizaron nuevamente
3 lavados de 15 minutos antes de proceder a revelar las membranas mediante
quimioluminiscencia utilizando el kit Immun-Star WesternC (Bio-Rad Laboratorios, Madrid,
Espanfa), el cual contiene luminol y substratos oxidantes de la peroxidasa de rabano de los
anticuerpos secundarios. El revelado y la densitometria cuantificadora de las bandas
proteicas inmunoreactivas se realizaron con el “Kodak Gel Logic 1500 Image Analysis
System” y el “Molecular Imaging Software 4.0” (Rochester, NY, USA), respectivamente.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de Western blotting. Akt: proteina quinasa especifica
de serina/treonina; ERK: quinasa relacionada con senal extracelular; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato
deshidrogenasa; JAK2: Janus quinasa 2; PTEN: homoélogo de la fosfatasa y la tensina; PTP1B: proteina
tirosina fosfatasa 1B; SOCSS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; STAT3: transductor de sefhal y
activador de la transcripcion 3; p-: forma fosforilada.

Antigeno diana Compaiiia Huésped
Akt Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) Cabra
p-Akt (Ser473) Cell Signaling (Boston, MA, USA) Ratén
ERK 1/2 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) Raton
p-ERK 1/2 Cell Signaling (Boston, MA, USA) Conejo
GAPDH Anaspec (San José, CA, USA) Conejo
JAK2 Millipore (Temecula, CA, USA) Ratén
p-JAK2 Millipore (Temecula, CA, USA) Conejo
PTEN Sigma (St. Louis, MO, USA) Ratén
p-PTEN Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) Conejo
PTP1B Novus Biologicals (Atlanta, GA, USA) Conejo
SOCSS3 Proteintech (Chicago, IL, USA) Conejo
STAT3 Cell Signaling (Boston, MA, USA) Ratén
p-STAT3 (Tyr705) Cell Signaling (Boston, MA, USA) Conejo
p-STAT3 (Ser727) Signalway Antibody (College Park, MD, USA)  Conejo
B-11l Tubulina R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) Ratén

Nota: Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-inmunoglobulina G conjugados con peroxidasa de
rabano (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA).

2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

Los hipotalamos e hipdfisis de los animales del modelo de sobrepeso prepuberal con
administracion aguda de leptina por 45 minutos o0 2 horas se procesaron empleando el kit
anteriormente mencionado “RNeasy Plus Mini”. El protocolo utilizado fue el proporcionado por
la casa comercial con la salvedad de varias modificaciones metodoldgicas. De esta forma, los
tejidos se homogeneizaron en 600 pL de buffer “RLT Plus” (kit comercial) durante 1 minuto
utilizando el molino mezclador. A continuacion se centrifugaron los lisados 3 minutos a
12000xg, para seguidamente transferir los sobrenadantes a columnas “gDNA Eliminator” (kit
comercial) colocadas en tubos de 2 mL, y centrifugar 1 minuto a 8000xg. A los filtrados de las
columnas se les anadié 1 volumen de etanol al 70% y se mezclé bien por pipeteo. Estas
muestras se transfirieron a columnas “RNeasy” (kit comercial) situadas en tubos de 2 mL, y se
centrifugaron 1 minuto a 8000xg. A continuacién, se anadié 700 uL de buffer “RW1” (kit
comercial) en las columnas “RNeasy”, centrifugando 1 minuto a 8000xg para el lavado de las
mismas. Seguidamente, se anadié 500 uL de buffer “RPE” (kit comercial) en las columnas
“RNeasy”, realizando dos centrifugaciones seguidas de 1 minuto a 8000xg, cambiando, entre
medias, los tubos en los que estan depositadas las columnas. Finalmente, se eluyé el ARN
colocando las columnas en nuevos tubos, anadiendo 40 uL de agua ésteril libre de RNasas
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(Braun Medical, Madrid, Espana), centrifugando 1 minuto a 8000 rpm vy repitiendo,
nuevamente, este paso. Estas muestras se pueden congelar a -80 °C hasta su cuantificacién
mediante el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

Las hipdfisis de los animales del modelo de sobrepeso durante el desarrollo se
homogeneizaron en 1 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen, Madrid, Espafa) durante 1 minuto
utilizando el molino mezclador. Se dejaron reposar los lisados 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugaron 10 minutos a 12000xg y 4 °C para precipitar los restos sélidos no
solubles. Los sobrenadantes se transfirieron a un tubo nuevo, dejandolos reposar 5 minutos a
temperatura ambiente. A continuacién, se procedié a la separacion de fases afnadiendo 200
puL de cloroformo a cada muestra, agitando vigorosamente con la mano 15 segundos e
incubando 15 minutos a temperatura ambiente, para acto seguido, centrifugar 15 minutos a
12000xg y 4 °C. El siguiente paso fue la precipitacion de ARN, recogiendo la fase acuosa en
un tubo nuevo y anadiendo un volumen de isopropanol, mezclando por inversién y dejando
reposar 10 minutos a temperatura ambiente, para, a continuacion, centrifugar 10 minutos a
12000xg y 4 °C. Después se procedié al lavado del ARN, desechando el sobrenadante y
lavando el pellet con 1 mL de etanol 75% mediante vortexeo y posterior centrifugacion 5
minutos a 7500xg y 4 °C. Por ultimo, se solubiliz6 el ARN retirando el etanol, dejando secar el
pellet 5 minutos a temperatura ambiente y resuspendiéndolo en 20 uL de agua estéril libre de
RNasas. Estas muestras se pueden congelar a -80 °C hasta su cuantificacion mediante el
espectrofotometro Nanodrop 1000.

Para la retrotranscripcién se utilizaron 2 ug de ARN total (25 pL) y el mismo volumen
de reactivos de los kits “Tagman® Reverse Transcription Reagents” y “MultiScribe™ Reverse
Transcriptase” (Applied Biosystems, Barcelona, Espafa — AB) de acuerdo al protocolo del
fabricante. Este proceso se llev6 a cabo en un termociclador “Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler”
(Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espana) programado con las siguientes condiciones
experimentales: 10 minutos a 25 °C, 120 minutos a 37 °C, 5 minutos a 85 °C e
indefinidamente a 4 °C. A continuacién, se afadié 50 uL de agua estéril libre de RNasas a
cada uno de los tubos conteniendo los ADNc de las distintas muestras y se procedié a realizar
la PCR cuantitativa en tiempo real. Para ello, se utilizé por cada muestra un volumen final de
20 L, esto es, 9 uL de ADNc, 10 pl del kit “Tagman® Universal PCR Master Mix” (AB) y 1 pl
del kit “20X Taqman® Gene Expression Assay Mix” (AB) que contiene la sonda de hidrélisis
del gen que se quiere amplificar, utilizando gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa o
fosfoglicerato quinasa 1 como controles (tabla 2). Para la verificacién y andlisis de este
proceso se utilizd un sistema de deteccion de secuencia “ABI PRISM® 7900HT” y el software
“7000 System SDS Software” (AB), con las siguientes condiciones experimentales: 40 ciclos
de desnaturalizacion 1 minuto a 50 °C, anillamiento 15 segundos a 95 °C y elongacién 1
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minuto a 60 °C, utilizando los fluoréforos FAM/TAMRA. La cuantificacion relativa de esta
técnica se llevo a cabo mediante el método de Pfaffl [264].

Tabla 2. Sondas de hidrdlisis utilizadas en la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real. AgRP: proteina relacionada con agouti; BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro; FSH:
hormona foliculo estimulante; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; GH: hormona del
crecimiento; GnRH: hormona liberadora de gonadotropina; IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina-I;
Kiss: kisspeptina; KissR: receptor de kisspeptina; LepR: receptor de leptina; LH: hormona luteinizante; NPY:
neuropéptido Y; Pgk1: fosfoglicerato quinasa 1; POMC: pro-opiomelanocortina; TSH: hormona estimulante de
la tiroides; Rn: intensidad de la sefal emitida por el reporter normalizada por la emision del colorante utilizado
como referencia pasiva (ROX).

Sonda Rn
AgRP 01431703
BDNF 01484924
FSH 01484594
GAPDH 99999916
GH 01495894
GnRH 00562754
IGF-I 99999087
Kiss 00710914
KissR 00576940
LepR 01433205
LH 00563443
NPY 01410145
Pgk1 00821429
POMC 00595020
TSH 00565424

Nota: todas las sondas fueron adquiridas en Applied Biosystems, Barcelona, Espana.

3. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 mediante andlisis de la
varianza (ANOVA) de uno, dos o tres factores, segun el caso, para evaluar las diferencias
significativas entre grupos (tabla 4). Cuando existieron diferencias significativas, el andlisis fue
seguido por un ANOVA de un factor con un test post hoc de Scheffé para hacer
comparaciones multiples de las medias de los grupos. Un valor p menor de 0,05 se consideré
significativo en todos los casos. El programa informatico utilizado para estos andlisis fue el
SPSS version 15.0 (IBM, Armonk, NY, USA).
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Tabla 4. Andlisis estadisticos de los resultados de los modelos de sobrepeso durante el desarrollo y en el
periodo prepuberal. ANOVA: analisis de la varianza; HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina mediante
evaluacion del modelo homeostatico.

Modelo ANOVAde3 ANOVAde3 ANOVAde2 ANOVA de 2 factores ANOVA de 1

factores factores factores factor
(medidas (medidas
repetidas) repetidas)
Sobrepeso Peso, tamario, Grasa Incremento de peso,
durante el ingesta y subcutanea ingesta total acumulada,
desarrollo glucemia abdominal, grasa visceral perigonadal,
insulina, indice testosterona, estradiol,
HOMA-IR, proteinas hipotalamicas,
leptina hormonas hipofisarias
Sobrepeso Peso, tamafo y Hormonas Grasas subcutanea Grasa visceral
prepuberal glucemia circulantes abdominal y parda, perigonadal y
en dia 21 proteinas hipotalamicas gonadas
Sobrepeso Hormonas Peso, Proteinas hipotalamicas Grasas y
prepuberal circulantes longitud e gbnadas
en dia 30 ingesta
Sobrepeso Hormonas Peso, Proteinas, neuropéptidos, Grasas y
prepuberal circulantes longitud e receptores y hormonas gbénadas
en dia 35 ingesta hipotalamicas, hormonas
hipofisarias
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1. Sobrepeso durante el desarrollo
1.1. Efecto de la sobrenutricion neonatal sobre los parametros
morfoldgicos y la ingesta

El dia del nacimiento las ratas repartidas en camadas de 4 6 12 crias por madre (CM)
con igualdad de sexos se organizaron al azar sin diferencias en el peso corporal ni la longitud
(peso y longitud de machos 4CM: 5,8 + 0,1 gramos / 4,8 + 0,1 cm; peso y longitud de machos
12CM: 5,9 £ 0,1 gramos / 4,8 £ 0,1 cm; peso y longitud de hembras 4CM: 5,7 + 0,2 gramos /
4,7 £ 0,1 cm; peso y longitud de hembras 12CM: 5,7 £ 0,1 gramos / 4,7 £ 0,0 cm). Durante el
periodo de tiempo estudiado se produjo un efecto sobre el peso corporal del sexo (p<0,01), la
nutricion neonatal (p<0,01) y el tiempo (p<0,01), con interaccion del sexo y la nutricién
neonatal (p<0,01), y del tiempo y la nutricién neonatal (p<0,01) (figura 10). Durante todo el
periodo de tiempo estudiado los animales con sobrepeso pesaron mas que los controles,
excepto en los machos del dia 85. En el periodo prepuberal (dias 10, 21 y 30) no hubo
diferencias significativas entre el peso corporal de ambos sexos, ni en los controles ni en los
sobrenutridos. Sin embargo, en el periodo postpuberal (dias 50 y 85) los machos control y
sobrenutridos pesaron mas que las hembras.

3501
3004
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o Chh == Machos control
£
E 2004 == Machos sobrenutricion neonatal
] —i— Hembras control
o 150+ Hembras sobrenutricion neonatal
w
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& 100
50+
0
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Figura 10. Peso de las ratas durante el desarrollo (n=12). Valores representados como media * error
estandar. * p<0,01 entre sexos (control); ** p<0,01 entre sexos (sobrenutricion); $: p<0,01 entre machos
sobrenutridos y control; &: p<0,01 entre hembras sobrenutridas y control.

El incremento del peso corporal desde el nacimiento hasta el destete se vio afectado
por la nutricion neonatal (p<0,01), pero no por el sexo, siendo el incremento mayor en los
individuos sometidos a sobrenutricion neonatal respecto a los controles (figura 11.A). Por el
contrario, el incremento del peso corporal desde el destete hasta el dia 85 estuvo afectado
por el sexo (p<0,01), pero no por la nutriciébn neonatal, siendo éste mayor en los machos de
ambos grupos.
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A. Nacimiento a destete B. Destete a adulto joven
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Figura 11. Incremento de peso de las ratas desde el nacimiento hasta el destete en dia 21 (A) e incremento
de peso de las ratas desde el destete hasta el dia 85 (B) (n=12). Valores representados como media + error
estandar. ** p<0,01.

La longitud corporal también estuvo afectada por el sexo (p<0,01), la nutricion
neonatal (p<0,01) y el tiempo (p<0,01), con interaccion del sexo y la nutricion neonatal
(p<0,01), y del tiempo y la nutricion neonatal (p<0,01) (figura 12). Durante el periodo
prepuberal la longitud no varié significativamente entre sexos en los animales control, pero en
los dias 50 y 85, ésta fue mayor en los machos (ANOVA p<0,01). Los machos con sobrepeso
midieron mas que sus controles en el dia 30 (ANOVA p<0,01). La longitud de las hembras
con sobrepeso también aumentd progresivamente a lo largo del desarrollo, con una mayor
longitud en los dias 10, 21 y 50 comparado a sus controles (ANOVA p<0,01).
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Figura 12. Longitud de las ratas durante el desarrollo (n=12). Valores representados como media * error
estandar. * p<0,01 entre sexos (control); &: p<0,01 entre sexos (sobrenutricion); $: p<0,01 entre machos
sobrenutridos y control; 1: p<0,01 entre hembras sobrenutridas y control.

La ingesta, controlada cada 7 dias tras el destete, se vio afectada por el sexo (p<0,01)
y el tiempo (p<0,01), con interaccion de los dos factores (p<0,01) (figura 13). Los machos de
los dos grupos comieron mas que las hembras durante todo el periodo de tiempo. La ingesta
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en los machos control y con sobrepeso aument6 peripuberalmente (14 dias después del
destete), continuando con su incremento postpuberalmente 21, 35 y 49 dias después del
destete s6lo en los controles, sin mas cambios significativos; y manteniéndose sin variaciones
significativas en los machos con sobrepeso hasta 42 dias tras el destete, en que disminuy6 la
ingesta, sin mas cambios significativos durante el periodo restante.
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Figura 13. Ingesta de las ratas durante el desarrollo (n=12). Valores representados como media + error
estandar. * p<0,01 entre sexos (control); ** p<0,01 entre sexos (sobrepeso); $: p<0,01 respecto al periodo
anterior en machos control; &: p<0,01 respecto al periodo anterior en machos con sobrepeso; #: p<0,01
respecto al periodo anterior en hembras control; 1: p<0,01 respecto al periodo anterior en hembras con
sobrepeso.

La ingesta total acumulada solamente se vio afectada por el sexo (p<0,01), de tal
manera que los machos de ambos grupos comieron mas que las hembras desde el destete
hasta el dia postpuberal 85 (figura 14).
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Figura 14. Ingesta total acumulada de las ratas desde el destete (dia 21) hasta el dia 85 (n=12). Valores
representados como media * error estandar. ** p<0,01.
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Durante el periodo de tiempo estudiado se produjo un efecto sobre la cantidad relativa
de grasa subcutanea abdominal del sexo (p<0,01), la nutricién neonatal (p<0,01) y el tiempo
(p<0,01), con interaccion del sexo y la nutricién neonatal (p<0,05), y del tiempo y la nutricién
neonatal (p<0,05) (figura 15). No hubo diferencias significativas entre sexos en los controles,
a excepciodn del dia postpuberal 85, donde la cantidad relativa de grasa subcutanea fue mayor
en los machos (ANOVA p<0,01). En los animales con sobrepeso la cantidad relativa de grasa
subcutanea fue mayor en las hembras en el dia prepuberal 10 y mayor en los machos en el
dia postpuberal 85 (ANOVA p<0,01), mientras que en el resto de puntos temporales no hubo
diferencias significativas entre sexos. La grasa subcutanea relativa en los machos control
disminuy6 en el dia prepuberal 21, volviendo a aumentar en el dia postpuberal 85. Los
machos con sobrepeso tenian mas grasa subcutanea relativa en los dias 10 y 21 (ANOVA
p<0,01).

La grasa subcutanea relativa en las hembras control disminuyé en el dia prepuberal
21 y posteriormente en el dia postpuberal 50. Las hembras con sobrepeso tenian mas grasa
subcutanea relativa en los dias 10 y 21 (ANOVA p<0,01). Los valores referentes a la cantidad
total de grasa subcutanea en ambos sexos se muestran en la tabla 5.
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Figura 15. Grasa subcutanea abdominal de las ratas durante el desarrollo (n=12). Valores representados
como media + error estandar. ** p<0,01.
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Tabla 5. Grasa subcutanea abdominal total (en gramos) de las ratas macho y hembra durante el desarrollo
(n=12). Valores representados como media * error estandar.

Dia Machos control Machos sobrepeso Hembras control Hembras sobrepeso

10 0,2+0,0 07+0,1° 0,3+0,0° 1,0 4£0,02°
21 0,1+0,0° 0,4+0,0°° 0,2 40,0 2° 0,4+0,0°°
30 0,2+0,0° 0,3+0,1 0,2+0,0 0,4+0,0°

50 0,5+0,0° 1,0+0,3°° 0,3+0,0%° 0,740,1°°
8  1,9+02° 22+03° 0,8 +0,0%° 1,1+0,23°°

# p<0,01 entre sexos de la misma condicién nutricional; b p<0,01 comparado con los controles; ¢ p<0,01
respecto a la edad anterior.

En los machos la cantidad relativa de grasa visceral perigonadal se vio afectada por el
tiempo (p<0,01) y la nutricion neonatal (p<0,05), con una interaccion entre ambos factores
(p<0,05) (figura 16.A). La grasa visceral relativa en los controles aumenté en el dia prepuberal
30 y posteriormente también en los dias postpuberales 50 y 85. Los machos con sobrepeso
tenian mas grasa visceral relativa en el dia prepuberal 21 (ANOVA p<0,05).

La cantidad relativa de grasa visceral perigonadal en las hembras también se vio
afectada por el tiempo (p<0,01) y la nutricién neonatal (p<0,05), con una interaccion entre
ambos factores (p<0,05) (figura 16.B). La grasa visceral relativa en los controles aumenté en
el dia prepuberal 30, asi como en los dias postpuberales 50 y 85. Las hembras con
sobrepeso tenian mas grasa visceral relativa en el dia prepuberal 21 (ANOVA p<0,05). La
cantidad total de grasa visceral perigonadal de ambos sexos se muestra en la tabla 6.
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Figura 16. Grasa visceral perigonadal de las ratas durante el desarrollo (n=12). Valores representados como
media * error estandar. * p<0,05.
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Tabla 6. Grasa visceral perigonadal total (en gramos) de las ratas macho y hembra durante el desarrollo
(n=12). Valores representados como media * error estandar.

Dia Machos control Machos sobrepeso Hembras control Hembras sobrepeso

21 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0°
30 0,1+0,0 0,2+0,0° 0,2+0,0° 0,4+0,02°
50 1,0+0,1° 1,240,2° 0,3+0,1 1,1+0,3°%°
85 45+09° 57+1,6° 21+0,0° 29+0,9°

#p<0,01 comparado con los controles; ° p<0,01 respecto a la edad anterior.

1.2. Efecto de la sobrenutricion neonatal y el consiguiente desarrollo de
sobrepeso sobre la glucemia y los niveles hormonales circulantes

La glucemia durante el periodo de tiempo estudiado se vio afectada por la nutricion
neonatal (p<0,01) y el tiempo (p<0,01), con interaccién entre los dos factores (p<0,01) (figura
17). La concentracion de glucosa en los machos control disminuyd en el dia prepuberal 30,
sin cambios significativos en el periodo postpuberal. La glucemia en los machos con
sobrepeso fue mas elevada que en sus controles en los dias 10 y 21 (ANOVA p<0,01).

La glucemia en las hembras control y con sobrepeso disminuyé progresivamente en
los dias 21, 30 y 50, sin mas cambios significativos en el dia 85. En las hembras con
sobrepeso la concentraciéon de glucosa fue mayor que en sus controles los dias 10, 21, 30 y
50 (ANOVA p<0,01).
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Figura 17. Glucemia de las ratas macho y hembra durante el desarrollo (n=12). Valores representados como
media * error estandar. * p<0,01 entre animales con sobrepeso y controles de ambos sexos; ** p<0,01 entre
hembras con sobrepeso y controles; #: p<0,01 respecto a la edad anterior en hembras control; $: p<0,01
respecto a la edad anterior en hembras con sobrepeso; &: p<0,01 respecto a la edad anterior en machos
control y con sobrepeso.

A lo largo del desarrollo la concentraciéon de insulina se vio afectada por el sexo
(p<0,01), la nutricion neonatal (p<0,01) y el tiempo (p<0,01), con la existencia de una
interaccion entre el sexo y la nutricién neonatal (p<0,01), y del tiempo y la nutricion neonatal
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(p<0,01) (figura 18). En los controles no hubo diferencias significativas entre sexos, a
excepcion del dia postpuberal 50, donde la concentracion de insulina fue mayor en los
machos (ANOVA p<0,01). En las ratas con sobrepeso la concentracion de insulina no
presentd diferencias significativas entre sexos, excepto en el dia prepuberal 10, en el que la
concentracion de insulina en los machos fue mayor (ANOVA p<0,01). En los machos control
la concentracién de la hormona disminuyé en el dia prepuberal 30, manteniéndose sin
cambios significativos en el dia 50 y aumentando en el dia 85. Los machos con sobrepeso
tenian mas insulina circulante en el dia prepuberal 10 comparado con los controles.

La concentracién de insulina en las hembras control también disminuy6 en el dia
prepuberal 30 e incrementd en el dia postpuberal 85. La insulinemia en las hembras con
sobrepeso fue mayor que los controles en los dias prepuberales 10 y 21 (ANOVA p<0,01).
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Figura 18. Insulina circulante en las ratas durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media *
error estandar. ** p<0,01.

El indice de resistencia a la insulina mediante evaluacion del modelo homeostatico
(HOMA-IR; [Glucosa (mmol/L) x insulina (mU/mL)] / 22,5) se vio afectado por el sexo
(p<0,01), la nutricién neonatal (p<0,01) y el tiempo (p<0,01), con una interaccion entre el sexo
y la nutriciéon neonatal (p<0,01), y el tiempo y la nutricion neonatal (p<0,01) (figura 19). En los
controles no hubo diferencias significativas entre sexos en ningun punto del desarrollo. En las
ratas con sobrepeso este indice sélo varié entre sexos en el dia prepuberal 10, siendo mayor
en los machos (ANOVA p<0,01). En los machos control este indice disminuy6 en el dia
prepuberal 30, volviendo a incrementar en el dia postpuberal 85. El indice de resistencia a
insulina en los machos con sobrepeso fue mayor que los controles en el dia prepuberal 10
(ANOVA p<0,01).
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El HOMA-IR en las hembras control disminuy6 en los dias prepuberales 21 y 30, sin
cambios significativos en el dia 50, pero aumentando en el dia 85. En las hembras con
sobrepeso el indice fue mayor en el dia 21 (ANOVA p<0,01).
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Figura 19. indice de resistencia a la insulina mediante evaluacién del modelo homeostatico (HOMA-IR) en las
ratas durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media * error estandar. ** p<0,01.

Los niveles de leptina en las ratas se vieron afectados por el sexo (p<0,05), la
nutricion neonatal (p<0,05) y el tiempo (p<0,01), con la existencia de una interaccion entre el
sexo y la nutricion neonatal (p<0,05) (figura 20). En los animales control no hubo diferencias
significativas entre sexos en ningun punto experimental, excepto en el dia 85 donde los
machos tenian mas leptina circulante (ANOVA p<0,05). En los animales con sobrepeso no
hubo diferencias significativas entre sexos en ningln punto experimental del desarrollo. La
leptinemia en los machos control disminuyé en el dia prepuberal 30, incrementando en los
dos puntos experimentales del periodo postpuberal. No hubo diferencias significativas en los
machos con sobrepeso.

En los dos grupos de machos no hubo correlacién entre el peso corporal y la
concentracion de leptina. Sin embargo, en ambos grupos existié una correlacion positiva entre
la grasa subcutanea abdominal relativa y la concentracion de leptina (R = 0,67; p<0,01; R =
0,57; p<0,01; en machos control y con sobrepeso, respectivamente). Ademas, hubo una
correlacion positiva entre la grasa visceral perigonadal relativa y la leptina circulante
solamente en los machos control (R = 0,44; p<0,05).

La leptina circulante en las hembras control disminuy6 en el dia prepuberal 30, sin

cambios significativos en el dia postpuberal 50, pero aumentando en el dia 85. No hubo
diferencias significativas en las hembras con sobrepeso.
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En las hembras control y con sobrepeso no hubo correlacién entre el peso corporal y
la concentracion de leptina, ni tampoco entre la grasa visceral perigonadal relativa y la
concentracion de leptina. Si existid una correlacion positiva en los dos grupos entre la grasa
subcutanea abdominal relativa y la leptina circulante (R = 0,49; p<0,05; R = 0,52; p<0,01; en
hembras control y con sobrepeso, respectivamente).
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Figura 20. Leptina circulante en las ratas durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media *
error estandar. * p<0,05.

La concentracién de testosterona a lo largo del desarrollo de los machos estuvo
afectada por el tiempo (p<0,05) y la nutricion neonatal (p<0,05), con interaccion de ambos
factores (p<0,05) (figura 21). En los controles aument6 la hormona el dia prepuberal 21, sin
mas cambios significativos en el tiempo debido a la variabilidad que se dio en el periodo
postpuberal. La testosterona en los machos con sobrepeso fue mayor solamente en el dia
prepuberal 10 (ANOVA p<0,05).
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Figura 21. Testosterona circulante en las ratas macho durante el desarrollo (n=6). Valores representados
como media * error estandar. *p<0,05.
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Los niveles de estradiol en las hembras a lo largo de los dias 30, 50 y 85 se vieron
afectados por el tiempo (p<0,01) y la nutricién neonatal (p<0,05), con interaccién entre ambos
factores (p<0,05) (figura 22). En los controles aument6 el estradiol en el dia 50, sin cambios
significativos en el dia 85. El estradiol circulante en las hembras con sobrepeso estaba mas
elevado en el dia prepuberal 30 (ANOVA p<0,05). Los datos referentes a los dias 10 y 21 no
se muestran debido a que estuvieron por debajo del limite de deteccion de la prueba analitica
(0,015 ng/mL).
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Figura 22. Estradiol circulante en las ratas hembra durante el desarrollo (n=4). Valores representados como
media * error estandar. * p<0,05.

1.3. Efecto de la sobrenutricion neonatal y el consiguiente desarrollo de
sobrepeso sobre las proteinas STAT3 y SOCS3 en el hipotalamo

Los niveles basales relativos de STAT3 fosforilado en tirosina 705 en los machos
estuvieron afectados por el tiempo (p<0,01) y la nutricion neonatal (p<0,05), sin interacciéon
entre ellos (figura 23.A). La cantidad de p-STAT3 disminuyd en los controles y en los machos
con sobrepeso en el dia prepuberal 30, sin mas cambios significativos en el periodo
postpuberal. No hubo efecto del tiempo ni de la nutricidn neonatal sobre los niveles basales
totales de STATS3 (figura 23.B). Los niveles basales relativos de SOCS3 se vieron afectados
por el tiempo (p<0,01) y la nutricién neonatal (p<0,05), sin interaccion entre ellos (figura 23.C).
Esta proteina disminuy6 en los controles y en los machos con sobrepeso en el dia prepuberal
21 y seguidamente en el periodo postpuberal.
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Figura 23. Niveles proteicos relativos en el hipotalamo de ratas macho durante el desarrollo (n=5). Valores
representados como media + error estandar. A) STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 3)
fosforilado en tirosina 705; B) STATS3 total; C) SOCSS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; p-: forma
fosforilada; M control; B sobrepeso; * p<0,01.

La cantidad basal relativa de STAT3 fosforilado en tirosina 705 durante el desarrollo
de las hembras estuvo afectada por el tiempo (p<0,01) y la nutricién neonatal (p<0,01), con
interaccion entre los dos factores (p<0,05) (figura 24.A). En las hembras con normopeso
pSTAT3 disminuyd en el dia prepuberal 21, aumentando en el dia 30 y volviendo a disminuir
en el periodo postpuberal. En las hembras con sobrepeso esta proteina presenté una mayor
cantidad relativa respecto a los controles en los dias prepuberales 10 y 30 (ANOVA p<0,01).
No hubo efecto del tiempo ni de la nutricibn neonatal sobre los niveles basales totales de
STAT3 (figura 23.B). La cantidad basal de proteina SOCS3 estuvo afectada durante el
desarrollo por el tiempo (p<0,01) y la nutricién neonatal (p<0,01), con una interaccién entre
ambos factores (p<0,01) (figura 24.B). La proteina SOCS3 en las hembras control disminuy6
en el dia 21 y en el periodo postpuberal. En las hembras con sobrepeso SOCS3 estaba
presente en mayor cantidad en los dias 21, 50 y 85 (ANOVA p<0,01).
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Figura 24. Niveles proteicos relativos en hipotdlamo de ratas hembra durante el desarrollo (n=5). Valores
representados como media * error estandar. A) STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 3)
fosforilado en tirosina 705; B) STATS total; C) SOCSS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; p-: forma
fosforilada; B control; E sobrepeso; ** p<0,01.

1.4. Efecto de la sobrenutricion neonatal y el consiguiente desarrollo de
sobrepeso sobre la expresion génica en la hipofisis

e Hormona luteinizante:

Los niveles de ARNm para la hormona luteinizante en los machos se vieron afectados
por el tiempo (p<0,01) y la nutricion neonatal (p<0,05), con interaccion entre ambos factores
(p<0,05) (figura 25.A). En los controles estos niveles incrementaron en el dia 30 y en el 50,
disminuyendo en el dia 85. En los machos con sobrepeso el ARNm de la hormona
luteinizante estuvo presente en mayor cantidad en el dia postpuberal 50 comparado con los
controles (ANOVA p<0,01).

58



Resultados

El tiempo (p<0,01) y la camada (p<0,05) ejercieron un efecto sobre la cantidad relativa
de ARNm de la hormona luteinizante en las hembras, con interaccién entre los dos factores
(p<0,05) (figura 25.B). En los dias 30 y 50 disminuy6 el ARNm en las hembras control, sin
mas cambios significativos en el dia 85. En las hembras con sobrepeso la cantidad relativa de
ARNmMm fue inferior en el dia prepuberal 21 comparado con los controles (ANOVA p<0,05).

A. Machos B. Hembras

. [t e
T * T 1
i
r 1

l—*J— T T 1
c 200 £ 200
= =
o 14
<< _ 150 < _ 1504
w — 0 — *— T T 1
83 88 |/
% 5 100- % S 100- ' —— T
[ B O ——
o & o X
e 504 i 504
[ ©
= =
2 2 ma il
0' C" T T T T
21 30 50 85 21 30 50 85
Edad (dias) Edad (dias)
ER control @ sobrepeso ) control [ Sobrepeso

Figura 25. Niveles relativos de ARNm de la hormona luteinizante en la hipéfisis de las ratas macho (A) y
hembras (B) durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media + error estandar. * p<0,05; **
p<0,01.

e Hormona foliculo estimulante:

Los niveles de ARNm en los machos se vieron afectados por el tiempo (p<0,05) (figura
26.A). En los controles estos niveles no presentaron variaciones en el periodo prepuberal,
incrementando en el dia 50 y disminuyendo en el dia 85. En los machos con sobrepeso se dio
un patrén similar, sin diferencias significativas a lo largo del desarrollo.

En las hembras, el tiempo (p<0,05) y la camada (p<0,05) ejercieron un efecto sobre la
cantidad relativa de ARNm de esta hormona, con interaccién entre ambos factores (p<0,05)
(figura 26.B). En el periodo prepuberal de las hembras control no hubo diferencias
significativas, disminuyendo en el dia postpuberal 50. En las hembras con sobrepeso los
niveles relativos de ARNm fueron inferiores a los controles en el dia prepuberal 21 (ANOVA
p<0,05).
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Figura 26. Niveles relativos de ARNm de la hormona foliculo estimulante en la hipoéfisis de ratas macho (A) y
hembra (B) durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media * error estandar. * p<0,05.

e Hormona del crecimiento:

Los niveles de ARNm en los machos se vieron afectados por el tiempo (p<0,05). En
los machos control y con sobrepeso no hubo cambios significativos hasta el dia 85, en el que
disminuy6 en ambos grupos la cantidad de ARNm de la hormona de crecimiento (figura 27.A).

El tiempo (p<0,05) ejerci6 un efecto sobre la cantidad de ARNm en las hembras
(figura 27.B). En las hembras control y con sobrepeso no hubo cambios significativos a lo
largo del desarrollo, excepto en el dia postpuberal 85 donde aument6 la cantidad de ARNm

de la hormona de crecimiento, siendo significativo en los controles.
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Figura 27. Niveles relativos de ARNm de la hormona del crecimiento en la hipdfisis de ratas macho (A) y
hembra (B) durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media * error estandar. * p<0,05.
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e Hormona estimulante de la tiroides:

En los machos los niveles relativos de ARNm de la hormona estimulante de la tiroides
se vieron afectados por el tiempo (p<0,01) y por la nutricion neonatal (p<0,01), con interaccién
de ambos factores (p<0,01) (figura 28.A). En los machos con normopeso los niveles de
ARNm disminuyeron entre los dias 21 y 30, permaneciendo sin cambios significativos en el
resto de puntos experimentales. Los machos con sobrepeso tuvieron méas cantidad relativa de
ARNmM en el dia postpuberal 50 (ANOVA p<0,01).

En las hembras, el tiempo y la nutricion neonatal no tuvieron un efecto sobre la
cantidad relativa de ARNm (figura 28.B).
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Figura 28. Niveles relativos de ARNm de la hormona estimulante de la tiroides en la hipdfisis de ratas macho
(A) y hembra (B) durante el desarrollo (n=6). Valores representados como media * error estandar. ** p<0,01;
NS: no significativo.

1.5. Resumen de los efectos de la sobrenutricion neonatal en el modelo
de sobrepeso durante el desarrollo

En las tablas 7 y 8 se muestra un resumen de los efectos producidos por la
sobrenutricién neonatal, con el consiguiente desarrollo de sobrepeso, en ambos sexos y en
todos los puntos experimentales del presente modelo animal.

61



Resultados

Tabla 7. Efectos sexualmente dimoérficos de la sobrenutricion neonatal en cada uno de los puntos
experimentales del modelo de sobrepeso durante el desarrollo. C: control; S: sobrenutricion neonatal; HOMA-
IR: indice de resistencia a la insulina mediante evaluacion del modelo homeostéatico; >M: mayor en los
machos; >H: mayor en las hembras; = sin cambios significativos entre sexos.

Dia 10 21 30 50 85
Parametro / Nutricion CcC S CcC S C S C S CcC S
Peso = = = = = = >M >M >M >M
Incremento de peso = = >M >M
Longitud = = = = = = >M >M >M >M
Ingesta acumulada >M >M
Grasa subcutanea = >H = = = = = = >M >M
abdominal relativa
Glucosa = = = = = = = = = =
Insulina = >M = = = = = = = =
HOMA-IR = = = = = = = >H >H =
Leptina = = = = = = = = >M =

Tabla 8. Efectos de la sobrenutricion neonatal en cada uno de los puntos experimentales del modelo de
sobrepeso durante el desarrollo. M: machos; H: hembras; HOMA-IR: indice de resistencia a la insulina
mediante evaluacion del modelo homeostatico; p-STAT3: transductor de sefial y activador de la transcripcion
3 (fosforilado); SOCS3: supresor de la sefalizacién por citoquinas 3; LH: hormona luteinizante; FSH: hormona
foliculo estimulante; GH: hormona del crecimiento; TSH: hormona estimulante de la tiroides; 1 incremento
respecto al control; | disminucién respecto al control; = sin cambios significativos.

Dia 10 21 30 50 85
M H M H M H
T

Parametro / Sexo M H

Peso T

Incremento de peso

- 5 - | =

- 5 o | T
—
—

Longitud T 1
Ingesta = = = = = =

Grasa subcutanea T 1 T = = = = =1
abdominal relativa

Grasa visceral T = = = = = =
perigonadal relativa

Glucosa

- -

Insulina
HOMA-IR

Leptina = = =

- - —
1]
- - —
1]
I
1]
I
I
1]

Testosterona 1 = = = =
Estradiol
p-STATS tirosina 705
STATS total

SOCS3 = = =
LH =
FSH =
GH =
TSH = = = = 1 = = =

]
—
]
]
]

— — -
Il
Il
—
Il
Il
Il
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2. Admininistracién aguda de leptina en animales con
sobrepeso prepuberal

2.1. Efecto de la sobrenutricion neonatal sobre los parametros
morfoldgicos y la ingesta

A) Dia 21 — Machos y hembras:

Los animales repartidos el dia del nacimiento en camadas de 4 6 12 crias por madre

(CM) con igualdad de sexos se organizaron al azar sin diferencias en el peso corporal ni la
longitud (peso y longitud de machos 4CM: 6,3 £ 0,1 gramos / 5,0 £ 0,1 cm; peso y longitud de
machos 12CM: 62 = 03 gramos / 50 = 0,1 cm; peso vy longitud
de hembras 4CM: 6,2 £ 0,1 gramos / 4,9 £ 0,1 cm; peso y longitud de hembras 12CM: 6,0
0,3 gramos / 4,9 + 0,1 cm). El peso corporal se vio afectado por la nutricién neonatal (p<0,01)
y el tiempo (p<0,01), con interaccion entre ambos factores (p<0,01) (figura 29). Los machos y
hembras con sobrenutricion neonatal pesaron mas que los controles (ANOVA p<0,01).
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== Machos sobrenutricion neonatal
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Hembras sobrenutricion neonatal
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Edad (dias)

Figura 29. Peso de las ratas en el dia postnatal 21 (n=36). Valores representados como media + error
estandar. ** p<0,01 entre animales sobrenutridos y control de ambos sexos.

La longitud corporal se vio afectada por la nutricién neonatal (p<0,01) y por el tiempo
(p<0,01), con interaccién de los dos factores (p<0,01) (figura 30). Los machos y hembras con
sobrenutricién neonatal midieron mas que los controles (ANOVA p<0,01), sin diferencias entre

SEeXO0S.
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Figura 30. Longitud de las ratas en el dia postnatal 21 (n=36). Valores representados como media + error
estandar. ** p<0,01 entre animales sobrenutridos y control de ambos sexos.
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La grasa subcutanea abdominal relativa se vio afectada por la nutricibn neonatal
(p<0,01), pero no por el sexo (figura 31). Los machos y hembras con sobrenutricién neonatal
presentaron mas grasa abdominal relativa que las ratas sometidas a normonutriciéon (ANOVA
p<0,01). La cantidad total de grasa subcutanea abdominal de los dos sexos se muestra en la
tabla 9.

—4é—

0,84 —se— T

Gramos por 100 gramos
de animal

Figura 31. Grasa subcutanea abdominal de las ratas en el dia postnatal 21 (n=36). Valores representados
como media * error estandar. ** p<0,01.

La grasa visceral perigonadal relativa de los machos se vio afectada por la nutricion
neonatal (p<0,01), presentando una mayor cantidad relativa de ésta respecto a los controles
los animales sometidos a sobrenutricién (figura 32.A). La grasa visceral perigonadal de las
hembras también se vio afectada por la nutricion neonatal (p<0,01), presentando las ratas
sobrenutridas una mayor cantidad relativa de ésta en relacién a los controles (figura 32.B). La
cantidad total de grasa perigonadal de los dos sexos se muestra en la tabla 9.
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Figura 32. Grasa visceral perigonadal de las ratas macho (A) y hembra (B) en el dia postnatal 21 (n=36).
Valores representados como media * error estandar. ** p<0,01.
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La grasa parda relativa se vio afectada por la nutricion neonatal (p<0,01) pero no por
el sexo (figura 33). Asi pues, los machos y hembras con sobrenutricién neonatal presentaron
mas grasa parda relativa que las ratas control (ANOVA p<0,01). La cantidad total de grasa
parda de los dos sexos se muestra en la tabla 9.
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Figura 33. Grasa parda de las ratas en el dia postnatal 21 (n=24). Valores representados como media + error
estandar. ** p<0,01.

El peso relativo de las gonadas de los machos no se vio afectado por la nutricién
neonatal (figura 34.A); mientras que en el caso de las hembras si (p<0,01), presentando una
mayor cantidad relativa de éste los animales sometidos a sobrenutricién (figura 34.B). El peso
total de las gbnadas se muestra en la tabla 9.
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Figura 34. Testiculos (A) y ovarios (B) de las ratas en el dia postnatal 21 (n=24). Valores representados
como media + error estandar. ** p<0,01.
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Tabla 9. Peso total de las grasas subcutanea abdominal (n=36), visceral perigonadal (n=36) y parda (n=24), y
peso total de las génadas (n=24) de las ratas macho y hembra en el dia prepuberal 21. Valores (en gramos)
representados como media * error estandar.

Machos control Machos sobrepeso Hembras control Hembras sobrepeso

Grasa subcutanea 0,2+0,0 0,4+0,1°2 0,2+0,1 0,4+0,1°2
abdominal
Grasa visceral 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0?
perigonadal
Grasa parda 0,2+£0,0 0,3+0,1° 0,2+0,0 0,3+0,0?
Godnadas 0,3+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0°

2 p<0,01 comparado con los controles; ° p<0,05 comparado con los controles.

B) Dia 30 — Hembras:

El dia del nacimiento los animales se repartieron en camadas de 4 6 12 crias por

madre (CM) con igualdad de sexos y al azar, sin diferencias en el peso corporal ni la longitud
(valores no mostrados). Se controld el peso corporal y la longitud de estas ratas los dias 22,
25 y 30, ademas de la ingesta los dias 25 y 29. También se monitorizd la apertura vaginal
diariamente desde el dia 25 al 30, con resultado negativo en todos los casos.

Durante el periodo de tiempo estudiado se produjo un efecto del tiempo (p<0,01) y de
la nutricion neonatal (p<0,01) sobre el peso corporal, con una interaccién de ambos factores
(p<0,01) (figura 35). Las hembras con sobrepeso pesaron mas que los controles en los dias
25y 30 (ANOVA p<0,01).
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Figura 35. Peso de las ratas hembra en el dia peripuberal 30 (n=24). Valores representados como media *
error estandar. ** p<0,01 entre hembras sobrenutridas y control.

La longitud corporal también se vio afectada por el tiempo (p<0,01) y la nutricién
neonatal (p<0,01), con interaccién entre ambos factores (p<0,01) (figura 36). Las hembras
con sobrepeso midieron mas que los controles en los dias 25 y 30 (ANOVA p<0,01).
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Figura 36. Longitud de las ratas hembra en el dia peripuberal 30 (n=24). Valores representados como media
+ error estandar. ** p<0,01 entre hembras sobrenutridas y control.

La ingesta sélo se vio afectada por la nutricion neonatal (p<0,05) (figura 37), de tal
forma que las hembras sobrenutridas comieron mas que los controles cuanto més cerca
estaban de la pubertad (ANOVA p<0,05).
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Figura 37. Ingesta de las ratas hembra en el dia peripuberal 30 (n=24). Valores representados como media *
error estédndar. * p<0,05 entre hembras sobrenutridas y control.

La cantidad relativa de las grasas subcutanea abdominal, visceral perigonadal y
parda, asi como el peso relativo de los ovarios no se vieron afectados por la nutricién

neonatal (figura 38). El peso total de las grasas y los ovarios se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Peso total de las grasas subcutanea abdominal, visceral perigonadal y parda, y peso total de las
gbnadas de las ratas hembra en el dia peripuberal 30. Valores representados como media + error estandar
(en gramos).

Grasa subcutanea Grasa visceral Grasa parda Ovarios

abdominal perigonadal
Control 0,3+0,1 0,1+£0,0 0,2+0,0 0,1+0,0
Sobrepeso 0,3+0,1 0,1+0,0 02+00 0,100
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Figura 38. Grasa subcutanea abdominal (A), grasa visceral perigonadal (B), grasa parda (C) y peso de
ovarios (D) en las ratas hembra del dia peripuberal 30 (n=24). Valores representados como media + error
estandar. NS: no significativo.

C) Dia 35 — Machos:
El dia del nacimiento los animales se repartieron en camadas de 4 6 12 crias por

madre (CM) con igualdad de sexos y al azar, sin diferencias en el peso corporal ni la longitud
(valores no mostrados). El peso corporal y la longitud de estas ratas se controlaron los dias
22, 25, 30 y 35. Ademas, se controld la ingesta los dias 25, 30 y 34, y se monitorizé la retirada
balano-prepucial diariamente desde el dia 30 al 35, con resultado negativo en todos los

Ccasos.

Durante el periodo prepuberal estudiado se produjo un efecto del tiempo (p<0,01) y de
la nutricion neonatal (p<0,01) sobre el peso corporal, con una interaccion de ambos factores
(p<0,01) (figura 39). Los machos con sobrepeso pesaron mas que los controles en este

periodo de tiempo.
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Figura 39. Peso de las ratas macho en el dia peripuberal 35 (n=24). Valores representados como media *
error estandar. ** p<0,01 entre machos sobrenutridos y control.

La longitud corporal también se vio afectada por el tiempo (p<0,01) y la nutricién
neonatal (p<0,01), con interaccion entre ambos factores (p<0,01) (figura 40). Los machos con
sobrepeso midieron mas que los controles durante este periodo temporal.
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Figura 40. Longitud de las ratas macho en el dia peripuberal 35 (n=24). Valores representados como media
error estandar. ** p<0,01 entre machos sobrenutridos y control.

La ingesta se vio afectada por el tiempo (p<0,01) y la nutricién neonatal (p<0,05), con
interaccion de los dos factores (p<0,05) (figura 41). Los animales control y con sobrepeso
aumentaron su ingesta gradualmente, comiendo estos Ultimos mas hasta 8 dias después del
destete, sin diferencias significativas entre los dos grupos en la ingesta peripuberal (ANOVA,
p<0,01).
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Figura 41. Ingesta de las ratas macho en el dia peripuberal 35 (n=24). Valores representados como media +
error estandar. ** p<0,01 entre machos sobrenutridos y control; #: p<0,01 respecto al periodo anterior en
machos control; $: p<0,01 respecto al periodo anterior en machos con sobrepeso.

La cantidad relativa de grasa visceral perigonadal se vio afectada por la nutricion
neonatal (p<0,01), siendo superior en los machos con sobrepeso respecto a los controles
(figura 42). La cantidad total de grasa visceral se muestra en la tabla 11.
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Figura 42. Grasa visceral perigonadal de las ratas macho en el dia peripuberal 35 (n=24). Valores
representados como media * error estandar. ** p<0,01.

La cantidad relativa de las grasas subcutanea abdominal y parda no se vio afectada
por la nutricién neonatal (figura 43). La cantidad total de estas grasas se muestra en la tabla
11.

Tabla 11. Grasas subcutanea abdominal, visceral perigonadal y parda (en gramos) de las ratas macho en el
dia peripuberal 35. Valores representados como media * error estandar.

Grasa subcutanea Grasa visceral Grasa parda

abdominal perigonadal
Control 0,3+0,0 0,4 0,1 0,2+0,0
Sobrepeso 0,3+0,1 0,7+0,12 0,2+0,0

# p<0,01 comparado con los controles.
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A. Grasa subcutanea B. Grasa parda
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Figura 43. Grasa subcutanea abdominal (A) y grasa parda (B) en las ratas macho del dia peripuberal 35
(n=24). Valores representados como media * error estandar. NS: no significativo.

El peso relativo de los testiculos estuvo afectado por la nutricién neonatal (p<0,01)
(figura 44), siendo superior en los machos con sobrepeso respecto de los controles. El peso
total de los testiculos fue 0,9 £ 0,1 y 1,2 £ 0,1 gramos en los machos control y con sobrepeso,
respectivamente, siendo en estos Ultimos significativamente superior (p<0,01).
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Figura 44. Peso de los testiculos de las ratas macho en el dia peripuberal 35 (n=24). Valores representados
como media + error estandar. ** p<0,01.

2.2. Efecto del tratamiento agudo con leptina sobre los niveles
hormonales circulantes y la senalizacion intracelular de la misma en el
hipotalamo

A) Dia 21 — Machos y hembras — Leptina 45 minutos:

Los niveles circulantes de leptina se vieron afectados por el sexo (p<0,05) y el
tratamiento (p<0,01), con interaccién de ambos factores (p<0,05) (figura 45). En los animales
control y con sobrepeso de ambos sexos no hubo diferencias significativas después del
tratamiento con vehiculo. Ambos grupos y sexos respondieron al tratamiento con leptina,

incrementando la concentracién circulante de la misma, sin diferencias significativas entre
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ellos, a excepcion de las hembras control, donde la concentracién de la hormona fue menor
gue en los machos control (ANOVA p<0,01).
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Figura 45. Leptina circulante en las ratas macho y hembra de dia postnatal 21 tras 45 minutos de la inyeccion
de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC: vehiculo; LEP:
leptina; ** p<0,01.

La glucemia antes del tratamiento no se vio afectada por la nutricion neonatal ni por el
sexo. Después de los respectivos tratamientos tampoco hubo efecto de la nutricién neonatal,
del sexo ni del propio tratamiento (tabla 12).

Tabla 12. Glucemia (mg/dL) antes y después de los tratamientos en las ratas de dia postnatal 21 (n=18).
Valores representados como media * error estandar. C: control; S: sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina.

dc dc 48 d8 ?C ?C QS ?S
VHC LEP VHC LEP VHC LEP VHC LEP

Antes 137,3 + 128,1 + 128,3 + 129,2 + 129,5 + 131,0 + 126,2 + 123,4 +
11,8 14,6 13,0 9,6 14,9 11,2 16,1 11,8

Después 1415+ 134,9 + 131,8 + 137,9+ 138,3 + 139,8 + 136,7 + 126,5 +
13,5 14,1 18,3 11,4 12,2 12,0 13,5 14,4

La insulina circulante no se vio afectada por la nutricién neonatal, el sexo ni el
tratamiento (figura 46). Notese que en todos los grupos de hembras existio mayor variabilidad
que en los machos.
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Figura 46. Insulina circulante en las ratas macho y hembra de dia postnatal 21 tras 45 minutos de la

inyeccién de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.

El indice de resistencia a la insulina mediante evaluacion del modelo homeostatico
([Glucosa (mmol/L) x insulina (mU/mL)] / 22,5) se vio afectado por la interaccién entre el sexo
y la nutricién neonatal (p<0,05) (figura 47). Este indice fue mayor solamente en los machos
con sobrepeso tratados con vehiculo o leptina respecto a sus controles (ANOVA p<0,05). En
todos los grupos de hembras existié6 mucha variabilidad en este indice.

15 -
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g 10+ - Machos control
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o0-
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Tratamiento 45 minutos
Figura 47. indice de resistencia a la insulina mediante evaluacién del modelo homeostatico (HOMA-IR) en las

ratas macho y hembra de dia postnatal 21 tras 45 minutos de la inyeccién de leptina intraperitoneal (n=6).
Valores representados como media * error estandar. VHC: vehiculo; LEP: leptina; * p<0,05.

La concentracién de la hormona luteinizante en este punto temporal no estuvo
afectada por la nutricién neonatal, el sexo ni el tratamiento (figura 48).
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Figura 48. Hormona luteinizante (LH) circulante en las ratas macho y hembra de dia postnatal 21 tras 45
minutos de la inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar.
VHC: vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.

La concentracién de testosterona en los machos se vio afectada por la nutricién
neonatal (p<0,05) y el tratamiento (p<0,05), con interaccién entre ambos factores (p<0,05)
(figura 49). Los machos con sobrepeso tratados con vehiculo tenian mas testosterona
circulante que los controles (ANOVA p<0,05). Los dos grupos respondieron de manera
inversa al tratamiento con leptina, viéndose incrementada la concentracién de testosterona en
los machos con normopeso respecto de los tratados con vehiculo (ANOVA p<0,05) y
disminuida en los individuos con sobrepeso respecto de los tratados con vehiculo (ANOVA
p<0,05).
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Figura 49. Testosterona circulante en las ratas macho de dia postnatal 21 tras 45 minutos de la inyeccién de
leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC: vehiculo; LEP:
leptina; *p<0,05.
A.1) Dia 21 — Machos:

e Proteinas de senalizacion:

Los niveles de STAT3 fosforilado en el residuo de tirosina 705 se vieron modificados
por la nutricibn neonatal (p<0,01) y por el tratamiento (p<0,01), sin interaccién entre los dos
factores (figura 50.A). Los machos con sobrepeso tratados con vehiculo tenian menos
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cantidad de p-STAT3 (Tyr705) que los controles (ANOVA p<0,01). Ambos grupos
respondieron al tratamiento con leptina incrementando la cantidad de proteina fosforilada
respecto a los machos tratados con vehiculo (ANOVA p<0,01), siendo ésta menor en los
machos con sobrepeso respecto a los controles (ANOVA p<0,01).

La cantidad relativa de STATS3 fosforilado en el residuo de serina 727 solamente se vio
afectada por la nutricion neonatal (p<0,05) (figura 50.B). No hubo diferencias significativas
entre los controles y las ratas con sobrepeso tratadas con vehiculo. Sin embargo, la cantidad
de esta proteina en los machos con sobrepeso tratados con leptina fue superior a la de los
controles (ANOVA p<0,05).

Los niveles de Akt fosforilado se vieron afectados por la nutricion neonatal (p<0,05) y
el tratamiento (p<0,05), sin interaccién entre los dos factores (figura 50.C). No hubo
diferencias entre los controles y las ratas con sobrepeso tratadas con vehiculo. Los dos
grupos respondieron al tratamiento con leptina, pero de manera inversa: en los controles
disminuyé la cantidad de p-Akt respecto a los machos tratados con vehiculo (ANOVA p<0,05),
mientras que en los machos con sobrepeso aumenté respecto a los tratados con vehiculo
(ANOVA p<0,05).
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Figura 50. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacién por leptina en el hipotalamo modificados tras 45
minutos de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas macho de dia postnatal 21 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3:
transductor de sefal y activador de la transcripcion 3; Akt: proteina quinasa especifica de serina/treonina; p-:
forma fosforilada; * p<0,05; ** p<0,01.

En las proteinas de senalizacion JAK2 y ERKs no hubo efecto de la nutricion neonatal
ni del tratamiento (figura 51).
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Figura 51. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacién por leptina en el hipotalamo no modificados tras
45 minutos de la inyeccion de leptina intraperitoneal en ratas macho de dia postnatal 21 (n=6). Valores
representados como media + error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; JAK2:
Janus quinasa 2; ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; p-: forma fosforilada; NS: no significativo.

e Reguladores negativos de la senalizacion:

Los niveles de PTEN fosforilado estuvieron afectados por la nutricion neonatal
(p<0,05) y el tratamiento (p<0,05), con una interaccion entre los dos factores (p<0,05) (figura
52.A). Los machos con sobrepeso tratados con vehiculo tenian una mayor cantidad de p-
PTEN que los controles (ANOVA p<0,05). Sélo los machos con sobrepeso respondieron al
tratamiento con leptina, disminuyendo la cantidad de p-PTEN (ANOVA p<0,05).

La cantidad relativa de PTP1B se vio afectada por la nutricibn neonatal (p<0,05)
(figura 52.B). No hubo diferencias significativas entre los controles y las ratas con sobrepeso
tratadas con vehiculo o leptina, respectivamente. No obstante, la cantidad de proteina en los
machos con sobrepeso tratados con leptina fue mayor que en los controles con el mismo
tratamiento (ANOVA p<0,05).

No hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento sobre los niveles de SOCS3
(figura 52.C).
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Figura 52. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefalizacion por leptina en hipotalamo tras 45
minutos de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas macho de dia postnatal 21 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; PTEN:
homologo de la fosfatasa y la tensina; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; SOCSS3: supresor de la
sefalizacion por citoquinas 3; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; p-: forma fosforilada; *
p<0,05; NS — no significativo.

A.2) Dia 21 — Hembras:
¢ Proteinas de senalizacion:

Los niveles de STAT3 fosforilado en el residuo de tirosina 705 se vieron modificados
por la nutricibn neonatal (p<0,05) y por el tratamiento (p<0,05), sin interaccion entre los dos
factores (figura 53.A). Las hembras con sobrepeso tratadas con vehiculo tenian menos
cantidad de p-STAT3 (Tyr705) que los controles con el mismo tratamiento (ANOVA p<0,05).
Ambos grupos respondieron al tratamiento con leptina incrementando la cantidad de proteina
fosforilada respecto a las hembras tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,05), siendo ésta menor
en las hembras con sobrepeso respecto a los controles (ANOVA p<0,05).

Los niveles de Akt fosforilado se vieron afectados por la interaccion entre la nutricién
neonatal y el tratamiento (p<0,01) (figura 53.B). Las hembras con sobrepeso tratadas con
vehiculo tenian menos cantidad de Akt fosforilado que los controles (ANOVA p<0,05).
Después del tratamiento con leptina, sélo las hembras con sobrepeso respondieron a la
hormona, incrementando la cantidad de Akt fosforilado respecto a los controles (ANOVA
p<0,05).

En las proteinas de senalizacion STAT3 (serina 727), JAK2 y ERKs no hubo efecto de
la nutricién neonatal ni del tratamiento (figura 53.C-F).
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Figura 53. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacion por leptina en el hipotadlamo tras 45 minutos de
la inyeccion de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia postnatal 21 (n=6). Valores representados como
media + error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3: transductor de sefal y
activador de la transcripcion 3; Akt: proteina quinasa especifica de serina/treonina; JAK2: Janus quinasa 2;
ERK: quinasa relacionada con sefial extracelular; p-: forma fosforilada; * p<0,05; NS: no significativo.

e Reguladores negativos de la senalizacion:

La cantidad relativa de PTP1B se vio afectada por la nutricibn neonatal (p<0,01)

(figura 54.A), siendo los niveles de esta proteina superiores en las hembras con sobrepeso

tratadas con vehiculo y leptina en relaciéon con sus respectivos controles (ANOVA p<0,05).

No hubo efecto de la nutricion neonatal ni del tratamiento sobre los niveles de los

otros dos reguladores negativos estudiados: SOCS3 y p-PTEN (figura 54.B-C).
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Figura 54. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefializacion por leptina en hipotalamo tras 45
minutos de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia postnatal 21 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; PTP1B:
proteina tirosina fosfatasa 1B; SOCS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTEN: homélogo de la
fosfatasa y la tensina; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; p-: forma fosforilada; * p<0,05; NS:
no significativo.

B) Dia 30 — Hembras — Leptina 45 minutos y 2 horas:

Los niveles circulantes de leptina se vieron afectados por la nutricidn neonatal
(p<0,01), el tratamiento (p<0,01) y el tiempo (p<0,01), con interaccién de la nutricién neonatal
y el tratamiento (p<0,05), y el tratamiento y el tiempo (p<0,05) (figura 55). A los 45 minutos de
la administracion de vehiculo la concentracion hormonal era mayor en las hembras con
sobrepeso respecto de los controles (ANOVA p<0,01), manteniéndose sin cambios
significativos en ambos grupos a las 2 horas. Los dos grupos de animales respondieron al
tratamiento con leptina, viéndose incrementada la concentracion circulante de la hormona a
los 45 minutos en relacion con sus respectivos controles tratados con vehiculo (ANOVA
p<0,01), sin diferencias significativas entre ellos. A las 2 horas la concentracién de leptina
disminuyd en ambos grupos respecto al tiempo de 45 minutos (ANOVA p<0,01), presentando
en este momento las hembras con sobrepeso una concentracién de leptina superior a la de
sus controles (ANOVA p<0,01).
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Figura 55. Leptina circulante en las ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 45 minutos y 2 horas de la
inyeccién de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; ** p<0,01.

Los niveles circulantes de insulina no se vieron modificados por la nutricion neonatal,
el tratamiento ni el tiempo (figura 56).
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Figura 56. Insulina circulante en las ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 45 minutos y 2 horas de la
inyeccién de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.

Los niveles circulantes de la hormona luteinizante no se vieron modificados por la
nutricién neonatal, el tratamiento ni el tiempo (figura 57).
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Figura 57. Hormona luteinizante (LH) circulante en las ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 45 minutos y 2
horas de la inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media + error estandar.
VHC: vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.

Los niveles circulantes de estradiol no se vieron modificados por la nutricion neonatal,
el tratamiento ni el tiempo (figura 58).
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Figura 58. Estradiol circulante en las ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 45 minutos y 2 horas de la
inyeccién de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.

B.1) Dia 30 — Hembras — Leptina 45 minutos:

¢ Proteinas de senalizacion:

En las hembras control y con sobrepeso tratadas con vehiculo no se detecté STAT3
fosforilado en tirosina 705. Ambos grupos respondieron a la administracion de leptina
incrementando la fosforilacién de esta proteina, sin diferencias significativas entre ellos (figura
59.A).
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La cantidad relativa de STATS3 fosforilado en el residuo de serina 727 se vio afectada
por la nutricién neonatal (p<0,01) (figura 59.B), presentando las hembras con sobrepeso de
ambos tratamientos una cantidad superior de proteina fosforilada en serina 727 respecto a
sus controles (ANOVA p<0,05).

Los niveles de la proteina ERK-2 fosforilada se vieron afectados por la interaccién
entre la nutricibn neonatal y el tratamiento (p<0,05) (figura 59.C). No hubo diferencias
significativas entre las hembras control y con sobrepeso tratadas con vehiculo. Solamente las
hembras con sobrepeso respondieron al tratamiento con leptina incrementando la cantidad de
p-ERK-2 respecto a las hembras con sobrepeso tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,05).

No hubo efecto de la nutricion neonatal ni del tratamiento sobre los niveles de las
proteinas de senalizacion JAK-2, Akt y ERK-1(figura 59.D-F).
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Figura 59. Niveles relativos de las proteinas de sefializaciéon por leptina en el hipotdlamo tras 45 minutos de
la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores representados
como media + error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3: transductor de
senal y activador de la transcripcion 3; ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; JAK2: Janus quinasa
2; Akt: proteina quinasa especifica de serina/treonina; p-: forma fosforilada; * p<0,05; NS: no significativo.
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e Reguladores negativos de la senalizacion:

La cantidad relativa de PTEN fosforilado estuvo influenciada por la nutricion neonatal
(p<0,01) (figura 60.A), siendo los niveles de esta proteina inferiores en las hembras con
sobrepeso tratadas con vehiculo y leptina, respecto de sus controles (p<0,01).

Los niveles de las dos isoformas del regulador negativo PTP1B (membrana y
citoplasma) se vieron afectados por la nutriciébn neonatal (p<0,05) y por el tratamiento
(p<0,05), sin interaccion entre los dos factores (figuras 60.B-C y 61.A). En ambos casos, la
cantidad relativa de las dos isoformas fue inferior en las hembras con sobrepeso tratadas con
vehiculo respecto a las hembras control con el mismo tratamiento (ANOVA p<0,05).
Unicamente las hembras con normopeso respondieron al tratamiento con leptina, viéndose
disminuidos los niveles de las dos isoformas respecto a las hembras con normopeso tratadas
con vehiculo (ANOVA p<0,05). El porcentaje de la isoforma de membrana fue superior en
todos los grupos.

No hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento sobre la cantidad relativa de
SOCSS3 (figura 61.B).
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Figura 60. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefalizacion por leptina en hipotalamo tras 45
minutos de la inyeccion de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; PTEN:
homologo de la fosfatasa y la tensina; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; GAPDH: gliceraldehido 3-
fostato deshidrogenasa; p-: forma fosforilada; * p<0,05; ** p<0,01.
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Figura 61. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefalizacion por leptina en hipotalamo tras 45
minutos de la inyeccion de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media * error estandar (excepto gréafica A). m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP:
leptina; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; SOCS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3;
GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; NS: no significativo.

B.2) Dia 30 — Hembras — Leptina 2 horas:

¢ Proteinas de senalizacion:

Los niveles de STAT3 fosforilado (tirosina 705) se vieron modificados por la nutricién
neonatal (p<0,05) y por el tratamiento (p<0,01), sin interaccion entre los dos factores (figura
62.A). No hubo diferencias significativas entre los controles y las ratas con sobrepeso tratadas
con vehiculo. Los dos grupos de ratas (control y con sobrepeso) respondieron al tratamiento
con leptina en este periodo temporal, incrementando los niveles de fosforilacion de esta
proteina respecto a sus controles (ANOVA p<0,05), siendo este incremento superior en las
hembras con sobrepeso tratadas con leptina respecto a los controles con el mismo
tratamiento (ANOVA p<0,05).

La cantidad relativa de Akt fosforilado se vio afectada por el tratamiento (p<0,05)
(figura 62.B). No hubo diferencias significativas entre los controles y las hembras con
sobrepeso tratadas con vehiculo. Unicamente las ratas control respondieron al tratamiento
con leptina, viéndose disminuida la cantidad de Akt fosforilado respecto a las ratas tratadas
con vehiculo (ANOVA p<0,05).

Los niveles relativos de ERK-2 fosforilado se modificaron a causa del tratamiento
(p<0,01) (figura 62.C). No hubo diferencias significativas entre las hembras control y con
sobrepeso tratadas con vehiculo. Los dos grupos respondieron al tratamiento con leptina
disminuyendo los niveles de p-ERK-2 respecto a las ratas tratadas con vehiculo (ANOVA
p<0,01), aunque en menor grado en las hembras con sobrepeso tratadas con leptina, donde
la cantidad de p-ERK-2 era mayor que en los controles con el mismo tratamiento (ANOVA
p<0,01).
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Figura 62. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacién por leptina en el hipotadlamo modificados tras 2
horas de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3:
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3; Akt: proteina quinasa especifica de serina/treonina;
ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; * p<0,05; ** p<0,01.

En este periodo temporal no hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento
sobre la cantidad relativa de p-STAT3 (serina 727), p-JAK-2 y p-ERK-1 (figura 63).
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Figura 63. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacién por leptina en el hipotalamo no modificados tras
2 horas de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3:
transductor de sefal y activador de la transcripcion 3; JAK2: Janus quinasa 2; ERK: quinasa relacionada con
sefal extracelular; NS: no significativo.

e Reguladores negativos de la senalizacion:

Los niveles de la isoforma de membrana de PTP1B se vieron afectados por el
tratamiento (p<0,05) y por la interaccion entre éste y la nutricibn neonatal (p<0,05) (figura
64.A-C). No hubo diferencias significativas entre los controles y las ratas con sobrepeso
tratadas con vehiculo. Unicamente las hembras con sobrepeso respondieron al tratamiento
con leptina, disminuyendo los niveles relativos de la isoforma de membrana de este regulador
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negativo respecto de las tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,01). Los niveles relativos de la
isoforma citoplasmica no se vieron afectados por la nutricion neonatal ni por el tratamiento,
probablemente debido a que existi6 mucha variabilidad en todos los grupos, sobre todo en las
hembras con sobrepeso. El porcentaje de la isoforma de membrana fue superior en todos los
grupos.

En las hembras control y con sobrepeso tratadas con vehiculo no se detecté SOCSS3.
Sin embargo, ambos grupos respondieron a la administracion de leptina incrementando los
niveles de esta proteina, sin diferencias significativas entre ellos (figura 64.D).

No hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento sobre la cantidad relativa de
PTEN fosforilado (figura 64.E). Nétese la variabilidad en las ratas control tratadas con
vehiculo y en las ratas con sobrepeso tratadas con leptina.
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Figura 64. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefalizacion por leptina en hipotalamo tras 2
horas de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media * error estandar (excepto gréfica C). m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP:
leptina; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; SOCS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTEN:
homologo de la fosfatasa y la tensina; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; p-: forma fosforilada;
** p<0,01; NS: no significativo.
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C) Dia 35 — Machos — Leptina 45 minutos y 2 horas:

Los niveles circulantes de leptina se vieron modificados por la nutricion neonatal
(p<0,01) y el tratamiento (p<0,01), con interaccién de ambos factores (p<0,05) (figura 65). A
los 45 minutos del tratamiento con vehiculo la concentracion hormonal era mayor en los
machos con sobrepeso respecto de los controles (ANOVA p<0,01), manteniéndose sin
cambios significativos en ambos grupos a las 2 horas, aunque en este momento sin
diferencias significativas entre animales control y con sobrepeso. Los dos grupos
respondieron al tratamiento con leptina, aumentando la concentracion de la hormona en
relaciéon con sus respectivos controles tratados con vehiculo (ANOVA p<0,01), sin diferencias
significativas entre ellos, y permaneciendo sin cambios a las 2 horas.

6' | m—
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Figura 65. Leptina circulante en las ratas macho de dia peripuberal 35 tras 45 minutos y 2 horas de la
inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media = error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; ** p<0,01.

Los niveles insulinicos no se vieron modificados por la nutricidn neonatal, el
tratamiento ni el tiempo (figura 66).
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Figura 66. Insulina circulante en las ratas macho de dia peripuberal 35 tras 45 minutos y 2 horas de la
inyeccién de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.
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La concentracién de la hormona luteinizante se vio afectada por la interaccion entre la
nutricién neonatal y el tratamiento (p<0,05) (figura 67). A los 45 minutos del tratamiento con
vehiculo no se dieron cambios significativos entre los machos control y sobrepeso,
manteniéndose de la misma forma a las 2 horas. Sélo los machos con sobrepeso
respondieron al tratamiento con leptina, pero no a los 45 minutos, donde hubo mucha
variabilidad, si no a las 2 horas, viéndose incrementada la concentracion de la hormona
luteinizante respecto de los machos con sobrepeso tratados con vehiculo (ANOVA p<0,05).
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B machos con sobrepeso

LH {ng/mL})

O & O R LU R L0 2
NSRS I SN, S SN S
45 minutos 2 horas

Tratamiento

Figura 67. Hormona luteinizante (LH) circulante en las ratas macho de dia peripuberal 35 tras 45 minutos y 2
horas de la inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media + error estandar.
VHC: vehiculo; LEP: leptina; * p<0,05.

Los niveles circulantes de testosterona no se modificaron por causa de la nutricién
neonatal, el tratamiento ni el tiempo tras el tratamiento (figura 68).
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Figura 68. Testosterona circulante en las ratas macho de dia peripuberal 35 tras 45 minutos y 2 horas de la
inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media = error estandar. VHC:
vehiculo; LEP: leptina; NS: no significativo.
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C.1) Dia 35 — Machos — Leptina 45 minutos:

e Proteinas de senalizacion:

En los machos control y con sobrepeso tratados con vehiculo no se detecté STAT3
fosforilado en tirosina 705. Ambos grupos respondieron a la administracion de leptina
incrementando la fosforilacion de esta proteina, sin diferencias significativas entre ellos (figura
69.A).

Los niveles relativos de JAK-2 fosforilado se vieron afectados por la nutricion neonatal
(p<0,05) (figura 69.B), siendo los niveles de esta proteina superiores en los machos con
sobrepeso tratados con vehiculo respecto a su control (ANOVA p<0,05). En los machos con
sobrepeso tratados con leptina no hubo diferencias significativas respecto a los controles con

el mismo tratamiento.

La cantidad relativa de Akt fosforilado estuvo afectada por la nutricion neonatal
(p<0,05) (figura 69.C), estando los niveles de la misma disminuidos en los machos con
sobrepeso tratados con vehiculo y leptina en relacién a sus respectivos controles (ANOVA
p<0,05).

No hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento sobre la cantidad relativa de
STATS fosforilado en serina 727 y de las proteinas p-ERKs (figura 70.A-C).
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Figura 69. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacién por leptina en el hipotalamo modificados tras 45
minutos de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas macho de dia peripuberal 35 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3:
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3; JAK2: Janus quinasa 2; Akt: proteina quinasa
especifica de serina/treonina; p-: forma fosforilada; * p<0,05; NS: no significativo.
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Figura 70. Niveles relativos de las proteinas de sefalizacién por leptina en el hipotalamo no modificados tras
45 minutos de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas macho de dia peripuberal 35 (n=6). Valores
representados como media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3:
transductor de sefal y activador de la transcripcién 3; ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; p-:
forma fosforilada; NS: no significativo.

e Reguladores negativos de la senalizacion:
No hubo efecto de la nutricion neonatal ni del tratamiento sobre los niveles relativos de
SOCS3, PTP1B y PTEN fosforilado (figura 71).
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Figura 71. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefalizacion por leptina en hipotalamo tras 2
horas de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media + error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; SOCSS3:
supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; PTEN: homologo de la
fosfatasa y la tensina; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; p-: forma fosforilada; NS: no
significativo.

C.2) Dia 35 — Machos — Leptina 2 horas:
¢ Proteinas de senalizacion:

Los niveles de STAT3 fosforilado en el residuo de tirosina 705 se vieron modificados
por el tratamiento (p<0,01) (figura 72.A), de tal manera que no existieron diferencias
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significativas entre los machos control y con sobrepeso tratados con vehiculo, pero ambos
grupos respondieron al tratamiento con leptina incrementando la cantidad de p-STAT3
respecto a las ratas tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,01), sin diferencias significativas entre

ellos.

La cantidad relativa de p-JAK2 estuvo modificada por la interaccién entre la nutricién
neonatal y el tratamiento (p<0,05) (figura 72.B). No hubo diferencias significativas entre los
controles y las ratas con sobrepeso tratadas con vehiculo. Solamente los machos con
sobrepeso respondieron al tratamiento con leptina incrementando la cantidad de p-JAK2
respecto a los machos con sobrepeso tratados con vehiculo (ANOVA p<0,05).

En las proteinas de sefalizacién STATS3 fosforilada en serina 727, p-Akt y p-ERKs no
hubo efecto de la nutricion neonatal ni del tratamiento (figuras 72.C-F).
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Figura 72. Niveles relativos de las proteinas de sefializacion por leptina en el hipotalamo tras 2 horas de la
inyeccion de leptina intraperitoneal en ratas macho de dia peripuberal 35 (n=6). Valores representados como
media * error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; STAT3: transductor de sefal y
activador de la transcripcion 3; JAK2: Janus quinasa 2; Akt: proteina quinasa especifica de serina/treonina;
ERK: quinasa relacionada con sefal extracelular; * p<0,05; ** p<0,01; NS: no significativo. #: los geles de p-
ERK1/2 no se muestran ya que no son representativos debido a su considerable variabilidad.
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e Reguladores negativos de la senalizacion:
No hubo efecto de la nutricion neonatal ni del tratamiento con leptina sobre los niveles
relativos de SOCS3, PTP1B y PTEN fosforilado (figura 73).
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Figura 73. Niveles relativos de los reguladores negativos de la sefializacion por leptina en hipotalamo tras 2
horas de la inyeccién de leptina intraperitoneal en ratas hembra de dia peripuberal 30 (n=6). Valores
representados como media + error estandar. m control; m sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; SOCSS3:
supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; PTEN: homdlogo de la
fosfatasa y la tensina; GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa; p-: forma fosforilada; NS: no
significativo.

2.3. Efecto del tratamiento agudo con leptina sobre la expresion génica
en el hipotalamo

A) Dia 30 — Hembras —

La expresién génica de NPY, relacionado con la promocién de la ingesta, estuvo

Leptina 2 horas:

afectada por la nutricién neonatal (p<0,05) y por el tratamiento (p<0,01), sin interaccion entre
los dos factores (figura 74.A). Las hembras con sobrepeso tratadas con vehiculo tenian mas
ARNm que sus controles (ANOVA p<0,05). Ambos grupos de ratas, control y sobrepeso,
respondieron al tratamiento con leptina disminuyendo la expresion génica de NPY respecto a
las ratas tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,05), mas acusadamente en las hembras con
sobrepeso, donde la cantidad de ARNm disminuyd a niveles similares a los controles. La
expresion génica del neuropéptido AgRP, también relacionado con el incremento de la
ingesta, no se vio afectada por la nutricion neonatal ni por el tratamiento (figura 74.B).

La expresion génica de POMC, implicado en la supresién de la ingesta, se modifico a
causa de la nutricién neonatal (p<0,01) y del tratamiento (p<0,01), con interaccién entre los
dos factores (p<0,05) (figura 74.C). Asi pues, no hubo diferencias significativas entre las
hembras control y con sobrepeso tratadas con vehiculo. Los dos grupos respondieron al
tratamiento con leptina incrementando la cantidad de ARNm de POMC respecto a las ratas
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tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,01), siendo este incremento mayor en las hembras con
sobrepeso respecto a las control (ANOVA p<0,01).
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Figura 74. Expresion génica en hipotdlamo de ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 2 horas de la
inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. m control;

sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; NPY: neuropéptido Y; AgRP: proteina relacionada con agouti;
POMC: pro-opiomelanocortina; * p<0,05; ** p<0,01; NS: no significativo.

La expresion génica del receptor de leptina estuvo modificada por la sobrenutricién
neonatal (p<0,05) (figura 75.A). No hubo cambios en los niveles de ARNm entre las hembras
control y con sobrepeso tratadas con vehiculo. Sé6lo las hembras con sobrepeso respondieron
al tratamiento con leptina aumentando los niveles relativos de ARNm respecto a las mismas
tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,05).

La expresion génica de BDNF estuvo afectada por el tratamiento (p<0,05) (figura
75.B). Las hembras con sobrepeso tratadas con vehiculo tuvieron una menor cantidad de
ARNmM respecto a sus controles (ANOVA p<0,05). Solamente las hembras con sobrepeso
respondieron al tratamiento con leptina aumentando los niveles de ARNm de BDNF respecto
a las hembras con sobrepeso tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,05).

La expresiéon génica de GnRH se vio afectada por la interaccién entre la nutricién
neonatal y el tratamiento (p<0,05) (figura 75.C). No hubo cambios en los niveles de ARNm
entre las hembras control y con sobrepeso tratadas con vehiculo o con leptina. Sin embargo,
las hembras con sobrepeso tratadas con leptina tenian unos niveles inferiores de ARNm
respecto a las hembras control con el mismo tratamiento (ANOVA p<0,05).
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Figura 75. Expresion génica en hipotdlamo de ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 2 horas de la
inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. m control;

sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; LepR: receptor de leptina; BDNF: factor neurotréfico derivado del
cerebro; GnRH: hormona liberadora de gonadotropina; * p<0,05.

No hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento en la expresion génica de
kisspeptina, de su receptor y del factor de crecimiento similar a la insulina-I (figura 76). Hay
que destacar que existié variabilidad en la expresion de kisspeptina en las hembras con
sobrepeso tratadas con leptina, ademas de en la expresion génica de IGF-I en las hembras
control tratadas con vehiculo y en la hembras con sobrepeso tratadas con leptina.
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Figura 76. Expresion génica en hipotdlamo de ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 2 horas de la
inyeccion de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media * error estandar. m control;

sobrepeso; VHC: vehiculo; LEP: leptina; Kiss: kisspeptina; KissR: receptor de kisspeptina; IGF-I: factor de
crecimiento similar a la insulina-l; NS: no significativo.

B) Dia 35 — Machos — Leptina 2 horas:

No hubo efecto de la nutricion neonatal ni del tratamiento en la expresién génica de

ninguno de los neuropéptidos, receptores, hormonas y factores estudiados (figura 77).
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Figura 77. Expresién génica en hipotalamo de ratas macho de dia peripuberal 35 tras 2 horas de la inyeccién
de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media + error estandar. m control; m sobrepeso;
VHC: vehiculo; LEP: leptina; NPY: neuropéptido Y; POMC: pro-opiomelanocortina; AgRP: proteina
relacionada con agouti; LepR: receptor de leptina; BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro; GnRH:
hormona liberadora de gonadotropina; Kiss: kisspeptina; KissR: receptor de kisspeptina; IGF-I: factor de
crecimiento similar a la insulina-l; NS: no significativo.

2.4. Efecto del tratamiento agudo con leptina sobre la expresién génica
en la hipéfisis
A) Dia 30 — Hembras — Leptina 2 horas:

No hubo efecto de la nutricién neonatal ni del tratamiento en la expresion génica de
las hormonas estudiadas: luteinizante, foliculo estimulante, del crecimiento y estimulante de la
tiroides (figura 78).
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Figura 78. Expresién génica en hipdfisis de ratas hembra de dia peripuberal 30 tras 2 horas de la inyeccion
de leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media + error estandar. m control; m sobrepeso;
VHC: vehiculo; LEP: leptina; LH: hormona luteinizante; FSH: hormona foliculo estimulante; GH: hormona del
crecimiento; TSH: hormona estimulante de la tiroides; NS: no significativo.

B) Dia 35 — Machos — Leptina 2 horas:

La expresién génica de la hormona luteinizante se vio afectada por la nutricién
neonatal (p<0,05) (figura 79.A). Los machos con sobrepeso tratados con vehiculo tuvieron
unos niveles relativos de ARNm superiores a sus controles (ANOVA p<0,05). Después del
tratamiento con leptina, solamente las ratas con sobrepeso respondieron disminuyendo los
niveles de ARNm respecto a las ratas con sobrepeso tratadas con vehiculo (ANOVA p<0,05).

La expresion génica de las hormonas foliculo estimulante, del crecimiento vy

estimulante de la tiroides no se vio afectada por la nutricion neonatal ni por el tratamiento,
existiendo cierta variabilidad en los niveles relativos de ARNm (figura 79.B-D).
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Figura 79. Expresién génica en hipdfisis de ratas macho de dia peripuberal 35 tras 2 horas de la inyeccién de
leptina intraperitoneal (n=6). Valores representados como media + error estandar. m control; m sobrepeso;
VHC: vehiculo; LEP: leptina; LH: hormona luteinizante; FSH: hormona foliculo estimulante; GH: hormona del
crecimiento; TSH: hormona estimulante de la tiroides; *p<0,05; NS: no significativo.

2.5. Resumen de los efectos de la sobrenutricion neonatal y de la
administracion aguda de leptina en los animales del modelo de
sobrepeso prepuberal

En las tablas 13 a 16 se muestra un resumen de los efectos producidos por la

sobrenutricion neonatal en los dos sexos, con el consiguiente desarrollo de sobrepeso, y la
administracion aguda de leptina.
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Tabla 13. Efectos de la sobrenutricién neonatal sobre los pardmetros morfologicos y la ingesta de las ratas
del modelo de sobrepeso prepuberal. M: machos; H: hembras; 1 incremento respecto al control; = sin
cambios significativos; * sin dimorfismo sexual en ningun parametro.

Dia 21* 22 25 30 22 25 30 35
Parametro / Sexo M H H H H M M M M
Peso T = 1 1 T T T T
Longitud T = 1 1 T T T T
Ingesta = 1 1 1 =
Grasa subcutanea T = =
abdominal relativa
Grasa visceral T o1 = 1
perigonadal relativa
Grasa parda T = =
relativa

Peso relativo génadas

Il
—
Il
—

Tabla 14. Efectos de la inyeccion intraperitoneal de leptina sobre los niveles hormonales circulantes de las
ratas del modelo de sobrepeso prepuberal. M: machos; H: hembras; C: control; S: sobrepeso; HOMA-IR:
indice de resistencia a la insulina mediante evaluacion del modelo homeostatico; LH: hormona luteinizante; 1
incremento respecto a las ratas del mismo grupo tratadas con vehiculo (flecha roja: incremento respecto a las
ratas del otro grupo tratadas con leptina); | disminucion respecto a las ratas del mismo grupo tratadas con
vehiculo; = sin cambios significativos.

Dia — tiempo 21-45 21 -45 30 — 45’ 30 -2h 35-45’ 35-2h
Sexo M H H H M M

C S C S C S CcC S Cc S

T

Parametro / Grupo C S
Leptina T 1
Glucosa

Insulina
HOMA-IR
LH = = = = = = = = = = =1

Testosterona Tl = = = =
Estradiol = = = =
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Tabla 15. Efectos de la inyeccion intraperitoneal de leptina sobre las proteinas de la ruta de sefializacion
intracelular por leptina en el hipotalamo de las ratas del modelo de sobrepeso prepuberal. M: machos; H:
hembras; C: control; S: sobrepeso; STAT3: transductor de sefal y activador de la transcripcion 3; JAK2:
Janus quinasa 2; Akt: proteina quinasa especifica de serina/treonina; ERK: quinasa relacionada con sefial
extracelular; SOCS3: supresor de la sefalizacion por citoquinas 3; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B;
PTEN: homoélogo de la fosfatasa y la tensina; p-: forma fosforilada; 1 incremento respecto a las ratas del
mismo grupo tratadas con vehiculo; | disminucién respecto a las ratas del mismo grupo tratadas con
vehiculo; flecha roja: incremento o disminucién respecto a las ratas del otro grupo tratadas con leptina; = sin
cambios significativos.

Dia - tiempo 21 -45 21 -45’ 30 -45’ 30-2h 35-45’ 35-2h
Sexo M H H H M M
Parametro / Grupo CcCsS CcCsS CcC S CcC S C S C S

p-STAT3 T 1 T 1 (i T T Tt
tirosina 705

p-STAT3 = = = = = = = = = = = =
serina 727

p-JAK2 - - - - -
p-Akt Lt -1 - - | = - - - -
p-ERK1 - - - - -
p-ERK-2 = = = = =1
SOCS3 = = = = = =

PTP1B = = = = ! =
(membrana)

PTP1B l = =
(citoplasma)

p-PTEN = | = = = = T 1 = = = =

Il
I
I
1]
1]
—

o
5
] ]
] ]
] ]
] ]

I
—
I
I
I
I

Tabla 16. Efectos de la inyeccion intraperitoneal de leptina sobre la expresion génica en el hipotdlamo de las
ratas del modelo de sobrepeso prepuberal. M: machos; H: hembras; C: control; S: sobrepeso; NPY:
neuropéptido Y; AgRP: proteina relacionada con agouti; POMC: pro-opiomelanocortina; LepR: receptor de
leptina; BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro; GnRH: hormona liberadora de gonadotropina; Kiss:
kisspeptina; KissR: receptor de kisspeptina; IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina-l; 1 incremento
respecto a las ratas del mismo grupo tratadas con vehiculo (flecha roja: incremento respecto a las ratas del
otro grupo tratadas con leptina); | disminucién respecto a las ratas del mismo grupo tratadas con vehiculo; =
sin cambios significativos.

Dia — tiempo 2h 30 35
Sexo H M

Parametro / Grupo C S C S
NPY Ll
AgRP
POMC 1
LepR =
BDNF =
GnRH =
Kiss = = =
KissR = = =
IGF-1 = = =

Il
— — — 1
] |
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1. Consideraciones sobre los modelos experimentales

El modelo de sobrenutricion durante la vida postnatal temprana se ha utilizado para
simular la alteracion de las condiciones metabdlicas que puede darse en fases avanzadas de
la gestacién en humanos [42]. De hecho, gran parte de la maduracién neuroendocrina que en
primates sucede en las etapas finales de la vida intrauterina, en los roedores tiene lugar
durante el periodo postnatal temprano [42, 265]. Asi pues, este modelo de manipulacion
nutricional en la etapa postnatal es muy apropiado para analizar condiciones neuroendocrinas

alteradas de especial interés.

En primer lugar, se estudio el efecto de la sobrenutricion neonatal sobre pardmetros
hormonales, proteinas hipotalamicas involucradas en la sefalizaciéon por leptina y sobre la
expresion génica hipofisaria a lo largo del desarrollo de ratas de ambos sexos: dias 10 (pico
fisiolégico de leptina), 21 (destete), 30 (peripuberal), 50 (postpuberal) y 85 (adulto joven).

Posteriormente, para estudiar la sensibilidad hipotalamica a la leptina en la edad
prepuberal, se llevé a cabo un modelo experimental en el que se ha estudiado el efecto de un
aumento agudo de leptina en individuos de ambos sexos en dos etapas. Una etapa temprana
del periodo prepuberal, marcada por el dia 21 de vida en los dos sexos, y otra etapa final del
periodo prepuberal, determinada por el dia 30 6 35 en las hembras y los machos,
respectivamente. Para establecer las respuestas centrales que induce la leptina en los
animales sobrenutridos neonatalmente, tanto de manera fisiolégica como a corto plazo tras la
administracion de la hormona, se estudiaron las rutas de sefalizacion intracelular y la
expresién génica en el hipotdlamo, el area integradora de las sefiales que modulan la
homeostasis y promueven la entrada en pubertad, asi como la expresién génica en la
hipofisis, cuya activacion por parte del hipotdlamo es clave en el comienzo de la pubertad
[203].

Es importante resaltar que en estos modelos fisiolégicos basados en la sobrenutricién
neonatal, donde se dan cambios substanciales en el peso de los animales en periodos
temporales mas o menos tempranos, no siempre esos cambios han estado asociados con un
incremento significativo en la concentracion circulante de leptina, como asi sucede en
estudios de nuestro grupo de investigacién con este modelo experimental [266-268],
probablemente debido a que algunos animales no sean tan susceptibles como otros a esos
cambios, e incluso hayan influido diferencias en los puntos experimentales de estudio o la
época de ano en la que se desarrollaron los modelos animales, lo que esta relacionado con
las variaciones que se dan en los ritmos circadianos de las ratas en las distintas estaciones, y
que se sabe que modifican distintos parametros hormonales [269]. En relacién con este
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hecho, cabe mencionar que los modelos de este estudio se desarrollaron, practicamente en
su totalidad, en las épocas de otono e invierno, aunque con un ano de diferencia entre los

animales del modelo de desarrollo y el resto.

2. Cambios durante el desarrollo

La obesidad esta relacionada con una modificacién de la dindmica de los procesos
implicados en el desarrollo evolutivo, como consecuencia de un incremento en la carga
alostatica de los mecanismos de homeostasis reguladores del balance energético [270, 271].
Una pregunta relevante, aun por dilucidar, es cémo la obesidad contribuye a la modificacién
de muchos de los procesos neuroendocrinos y metabdlicos que tienen lugar durante la vida
postnatal, especialmente en etapas cruciales como la pubertad, y que determinan el
desarrollo y progresion de patologias tales como diabetes, enfermedades cardiovasculares,
hipertensién, hipercolesterolemia y algunos tipos de cancer [272, 273].

2.1. Composicion corporal y cambios hormonales

A lo largo de las diferentes etapas de la vida postnatal se van produciendo una serie
de cambios histolégicos, metabdlicos y endocrinos en el tejido adiposo, determinados por la
capacidad de éste para diferenciar nuevos adipocitos una vez que se llega a la hipertrofia
celular, la competencia para producir quimiocinas y la variacién en el patrén de secrecion de
adipoquinas [154-156]. Distintos estudios en modelos animales y en cultivos in vitro indican
que los preadipocitos sufren una reduccién en la acumulacion de lipidos y en la actividad de
las enzimas lipogénicas con la edad, asi como una disminucion en la expresion de genes
implicados en la diferenciacién de estas células, especialmente PPAR-y y SREBP-1 [274-
276]. La disminucién en la diferenciacion de los adipocitos, especialmente en el tejido adiposo
blanco, puede inducir una reduccién en el tamano de determinados depositos de grasa y la
redistribucién de la misma hacia otros tejidos adiposos y no adiposos [271, 275].

Depésitos de grasa y senales de adiposidad:

A pesar de que se desconocen muchos mecanismos subyacentes, se ha comprobado
que durante el desarrollo normal de las ratas, en el que se produce un incremento gradual de
peso y longitud, con diferencias sexuales a partir de la entrada en pubertad; la grasa
subcutanea tiende a disminuir en el periodo prepuberal, coincidiendo con unos depdsitos de
grasa corporal minimos antes de la entrada en pubertad [277], volviendo a aumentar
postpuberalmente; mientras que la grasa visceral aumenta progresivamente durante toda la

vida postnatal [278], como asi sucede en los animales con peso normal de este estudio.
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La leptina, entre cuyas funciones esta la regulacion directa del metabolismo del tejido
adiposo inhibiendo la lipogénesis y estimulando la lipélisis [279], presenta, en roedores, un
pico de produccién por la noche, coincidiendo con la mayor ingesta de alimentos, mientras
que disminuye durante el dia [280]. Esta hormona se sintetiza y secreta en relacion directa
con los depoésitos de grasa, especialmente la grasa subcutanea, en la cual la tasa de
secrecién y de expresion génica de la leptina es entre dos y tres veces mayor que en la grasa
visceral, en parte debido a que el tamano de los adipocitos es mayor en la grasa subcutanea
respecto a la visceral [278]. La leptina circulante muestra un pico en la vida postnatal
temprana, alrededor del dia 4, que puede llegar, aproximadamente, hasta el dia postnatal 10
[281]. Este incremento en la concentracion plasmatica se debe no sélo a la hormona
sintetizada de manera enddgena, si no que también guarda relacién con la leptina transferida
a través de la placenta y la que esta presente en la leche materna [281]. A continuacion,
durante el periodo prepuberal, se produce una disminucion en los niveles circulantes de esta
hormona, que vuelven a aumentar postpuberalmente [278], del mismo modo que en las ratas
con peso normal de este trabajo.

En roedores, al contrario de lo que sucede en humanos, los machos tienen niveles
circulantes de leptina superiores a las hembras durante toda la vida postnatal [282]. Los
machos con peso normal del vigente trabajo no tuvieron significativamente mas leptina
circulante que las hembras con peso normal hasta el punto experimental 85, aunque se podia
apreciar una tendencia en este sentido en todos los puntos temporales. La falta de
significacion, causada por la variabilidad en el resultado de las determinaciones hormonales,
puede deberse al estrés inherente en la manipulacién de los animales, a pesar de haber
tratado de minimizar en todo lo posible este hecho, lo cual se sabe que puede provocar
pequefias variaciones en los pardmetros hormonales, con respuestas diferenciales en
machos y hembras, principalmente en animales de corta edad [283]. En un trabajo de
Diéguez y colaboradores [284] donde compararon las concentraciones circulantes de leptina
en distintas etapas de la vida postnatal de ratas de ambos sexos con los mismos pesos,
observaron que los niveles de leptina en las hembras eran superiores 0 no presentaban
diferencias significativas respecto a los de los machos en ninguno de los periodos estudiados,
sugiriendo que las hormonas sexuales podrian regular los niveles de leptina directamente o
como consecuencia de cambios en el peso corporal. No obstante, la posterior falta de
reproducibilidad en los resultados de ese trabajo invita a pensar que en el presente estudio no

se estaria dando una situacién similar.

Los niveles de insulina y la resistencia a su accién también estan correlacionados
directamente con la adiposidad corporal, especialmente con la grasa visceral, aunque también
con la subcutanea [285]. De la misma forma, la insulinemia y los niveles circulantes de leptina
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estan directamente relacionados, pudiendo regular la insulina estos ultimos tanto a corto
como a largo plazo, actuando directamente sobre los adipocitos para incrementar la sintesis y
secrecion de leptina [285]. Asi pues, los niveles insulinicos y la resistencia a su accién en los
animales con peso normal de ambos sexos siguieron el mismo patrén fluctuante que los
niveles circulantes de leptina, sin dimorfismo sexual en ningin punto, disminuyendo en el
periodo prepuberal, y volviendo a incrementar postpuberalmente, tal y como se ha
demostrado en diferentes trabajos [286, 287].

Estos cambios tan relevantes durante la vida postnatal en la acumulacion y
redistribucion de la grasa corporal, asi como en las sefales de adiposidad, encargadas de
informar al cerebro de la distribucidon y las variaciones en el estado metabdlico, son
considerados de gran importancia desde un punto de vista fisiol6gico, ya que podrian ser la
base de una amplia gama de patologias [288]. Una importante relacién causa-efecto entre la
distribucién de la grasa y el sindrome metabdlico reside en la acumulacion de lipidos en
organos Yy tejidos no adiposos: pancreas, higado, rifones, musculo esquelético, corazén o
vasos sanguineos [289]. En ellos se requiere, normalmente, una pequena reserva intracelular
de lipidos para funciones esenciales de mantenimiento de la estructura y fluidez de la
membrana, asi como para la sefalizacion intracelular [271]. En situaciones de sobrecarga
lipidica, como sucede de manera fisiolégica con el avance de la edad, puede producirse una
disfuncion e inducirse una muerte celular programada en estos tejidos, denominada
lipotoxicidad [271]. Distintos trabajos de investigaciéon han demostrado que este proceso esta
muy relacionado con el aumento de la ingesta y la disminuciéon del gasto energético, que
tienen lugar de manera progresiva a lo largo de la vida postnatal, especialmente en la edad
adulta y en los machos [271, 290].

La lipotoxicidad no sélo puede resultar de la sobrecarga lipidica inducida por el exceso
de &cidos grasos en relacién con la oxidaciéon de los mismos presentes en forma libre en la
circulacién, si no que también se puede deber a la lipogénesis de novo que ocurre en los
adipocitos o en los tejidos no adiposos como consecuencia de un incremento de la glucosa
disponible, ya sea a través de la dieta o proveniente de la alimentacion materna [271]. Este
proceso, ademas, puede estar relacionado con un fallo en la sefalizacién por leptina a nivel
hipotalamico y/o periférico, y con la alteracién de la capacidad de expansion del tejido adiposo
blanco; factores que se han relacionado con el incremento en la ganancia de peso en edades
muy avanzadas [290-292].

Hormona del crecimiento:
Esta hormona es capaz, a lo largo del desarrollo postnatal, de regular el metabolismo
adipocitico mediante estimulacion de la lipdlisis, siguiendo un patron de expresion creciente,
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con un incremento muy importante a partir de la entrada en pubertad [293]. En los animales
con peso normal de este estudio se podia apreciar una tendencia a incrementar en esa etapa;
sin embargo, no hubo diferencias significativas a causa de la variabilidad que existio,
probablemente, por la misma causa apuntada anteriormente [283], y/o por el patrdén variable
durante el dia en la expresién de la hormona. Se ha comprobado que en los machos, los
niveles basales de la hormona del crecimiento son bajos y presentan unos picos de secrecién
de gran amplitud cada 3 horas aproximadamente, mientras que en las hembras el patrdén
pulsatil no esta tan normalizado, con niveles basales elevados y picos de secrecion de menor
amplitud [294]. Esto se traduce, desde un punto de vista fisiolégico, en diferencias sexuales
en el crecimiento lineal y en el metabolismo de esteroides en el higado [295, 296],
presentando los machos una mayor longitud, ya que su patrén pulsatil es mas eficiente para
promover el crecimiento longitudinal [297]. El patrén de secrecion sexualmente dimérfico de la
hormona del crecimiento esta relacionado con el papel que los esteroides gonadales ejercen
en etapas postnatales tempranas, en combinacién con el efecto que éstos tienen en el
periodo postpuberal, y que determinan la sintesis de hormonas y la composicion celular de la
hipdfisis anterior [298, 299].

La expresion hipofisaria de la hormona del crecimiento en la edad adulta (dia 85) fue
diferente en los dos sexos. En las hembras aumenté la expresion significativamente,
siguiendo la tendencia del periodo anterior. Este hecho puede estar relacionado,
posiblemente, con el incremento en la expresién del receptor de leptina en el hipotalamo a
partir del dia 51 de vida, con el consiguiente incremento en la actividad reguladora de la
hormona adipocitica, la cual se sabe que ejerce un importante efecto modulador en la
expresién y secrecion de la hormona del crecimiento a través de su accion sobre la expresion
de la hormona liberadora de la hormona del crecimiento y la somatostatina [300-302]. En los
machos sucedi6 lo contrario, disminuyendo la expresiéon de la hormona del crecimiento en
esta edad. Diferentes estudios senalan que la expresion y secrecién de la hormona del
crecimiento disminuyen en la edad adulta, principalmente a partir de edades similares a la del
presente trabajo [303-305], lo que esta en consonancia con ese patrén de expresion visto en

los machos.

Hormona estimuladora de la tiroides:

La glandula tiroides es la encargada de producir tiroxina, triyodotironina y la forma
inversa de ésta, las cuales estan implicadas, entre otras funciones, en el crecimiento corporal
y en la organogénesis del sistema nervioso central [306]. El funcionamiento de esta glandula
esta controlado por el hipotdlamo y la hipdfisis, a través de las hormonas liberadora de
tirotropina y estimuladora de la tiroides (TSH), respectivamente [306]. El incremento durante
la vida postnatal en las concentraciones circulantes de testosterona en los machos y estradiol

107



Discusion

en las hembras, podria indicar que los esteroides sexuales estarian regulando negativamente
la expresion de TSH en la hipdfisis, mediante una posible modulaciéon de la actividad
mitogénica que ejerce la hormona sobre los tirocitos [307]. Los resultados obtenidos en los
machos con peso normal, donde la expresion de TSH disminuye peripuberalmente, sin mas
cambios en el resto de dias, lo que coincide con el aumento en la concentracion de
testosterona, estarian en consonancia con esa hipétesis. En las hembras con normopeso, en
las que la concentracidon de estradiol aumentd a partir del periodo peripuberal, no se dieron
diferencias significativas en la expresiéon de TSH durante el desarrollo, a pesar de lo cual,

habia una tendencia a disminuir.

2.1.1. Efecto del sobrepeso

En estados fisiol6gicos de sobrenutricion neonatal, como en el modelo animal llevado
a cabo, el peso y longitud corporales en el periodo prepuberal aumentan respecto a las
condiciones fisiologicas basales, siendo superiores en los machos a partir de la entrada en
pubertad, y manteniéndose asi en el adulto joven [47, 266]. El sobrepeso se considera como
un factor potenciador de los procesos anteriormente descritos, asociados de manera normal
con la edad, pudiendo, incluso, acelerar o alterar los cambios neuroendocrinos y metabdlicos
que suceden en las distintas etapas del desarrollo [271]. En esta situacion fisiolégica puede
producirse un bloqueo de la accidn periférica de la leptina — que de manera normal protege a
los tejidos no adiposos de la acumulacion de lipidos regulando la lipogénesis de novo —
provocando de esta manera el incremento en la sintesis de acidos grasos en los tejidos no
adiposos, independientemente de la disponibilidad de los mismos [308], y ademas, impidiendo
que los adipocitos puedan experimentar hiperplasia y almacenar correctamente el exceso de
lipidos [309].

El incremento de peso, respecto al estado basal, durante el periodo prepuberal, se
sabe que estd relacionado con el aumento en los depédsitos de grasa, principalmente
subcutanea y visceral [47, 266], como asi sucede en los dos tipos de grasa de ambos sexos
en los dias 10 y 21, correspondientes al periodo de tiempo en el que las ratas fueron
sometidas a sobrenutricién; estando la grasa visceral asociada, en mayor grado que los
depdsitos centrales, con las patologias relacionadas con la obesidad [276].

En el dia prepuberal 10, la cantidad de grasa subcutanea en las hembras fue superior
a la de los machos, lo que puede estar relacionado, probablemente, con que las hembras
hayan experimentado un ritmo mas elevado que los machos en el incremento de los
depdsitos de grasa, los cuales, se ha demostrado que aumentan a mayor velocidad que el
peso corporal [277], que en este punto temporal no presentaba diferencias sexuales. La
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ganancia de peso desde el destete hasta el adulto joven presenté dimorfismo sexual (mayor
peso en los machos) pero la ingesta total durante este periodo de tiempo en los animales con
sobrepeso no fue superior a los controles en ninguno de los dos sexos. Al mismo tiempo, la
cantidad relativa de grasa subcuténea y visceral no presentaba cambios en los animales con
sobrepeso en relacién a sus controles, en ningun punto experimental de este periodo
temporal. Conjuntamente, estos datos apuntarian a la posibilidad de que la modificacion en la
etapa postnatal temprana de los mecanismos metabdlicos y neuroendocrinos que controlan el
equilibrio homeostatico, podria determinar el desarrollo de sobrepeso y el mantenimiento del
mismo en periodos temporales posteriores, sin cambios importantes en parametros como los

mencionados anteriormente [281].

Diferentes estudios han demostrado que durante la vida postnatal temprana de las
ratas con sobrepeso se produce un incremento en la concentracion de leptina y una
prolongacién en el tiempo del pico de la hormona, debido al incremento en la sintesis
enddgena de la hormona como consecuencia del aumento en los depdsitos de grasa, y a la
mayor ingesta de leptina proveniente de la leche materna [281, 310]. Este hecho se cree que
estd relacionado con una alteracion en la génesis de determinadas rutas neuronales y la
contribuciéon al posterior incremento en la ganancia de peso corporal [281]. En la vida
postnatal temprana (dias 10 y 21) de los animales con sobrepeso estudiados, no hubo
diferencias significativas en la concentracion de leptina respecto a los animales con
normopeso, asi como tampoco entre sexos, debido a la variabilidad que existié. A pesar de lo
cual, podia apreciarse una tendencia a incrementar en los animales con sobrepeso respecto a
sus controles. Como se ha apuntado anteriormente, esto podria deberse al estrés originado
por la manipulacién de los animales [283], aunque también puede suceder que no todos los

animales respondan de la misma forma a las manipulaciones por razones innatas.

En los dias peripuberal 30 y postpuberal 50, la concentracién de leptina en los
animales con sobrepeso no fue mayor que la de sus controles, ni tampoco hubo diferencias
sexuales, lo que se correlaciona con la cantidad relativa de grasa subcutanea, la cual
tampoco fue mayor que la de los animales con peso normal, ni tampoco en ninguno de los
dos sexos. En el adulto joven de dia 85, la grasa subcutanea relativa fue mayor en los
machos; sin embargo, la leptina circulante no fue significativamente superior en los machos
debido a la variabilidad en las determinaciones de la hormona en los dos sexos [283], aunque
si se podia apreciar una tendencia en ese sentido.

En distintos trabajos de investigacion en roedores y humanos, se ha evidenciado que
la secrecién de las hormonas del crecimiento y estimulante de la tiroides, asi como la

respuesta a sus acciones, se ve reducida en los individuos obesos [301, 311, 312]. Por ello,
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se ha propuesto que la leptina podria tener importantes efectos inhibidores en la expresién y
secrecion de estas hormonas actuando en el hipotadlamo y en la hipéfisis [301, 313, 314]; ya
que en estos estudios la concentracién plasmatica de la hormona adipocitica en los individuos
obesos estaba incrementada. Con los datos obtenidos en el presente estudio no se podria
apuntar en esa direccién, ya que no se hicieron mediciones de la concentracién de esas dos
hormonas para poder correlacionar con la expresion hipofisaria de las mismas, que en el caso
de la hormona del crecimiento en los animales con sobrepeso de los dos sexos presenté
mucha variabilidad, sin diferencias significativas con la expresion de la hormona en los
animales con normopeso, a causa, probablemente, de la alteracion que se produce en el
patron de expresion de esta hormona en estados de sobrepeso [311]. Ademas, la expresion
de la hormona tiroidea en los machos y hembras con sobrepeso no mostré variaciones

significativas respecto a los controles; excepto en el dia postpuberal 50, en el que aumenté.

Por otro lado, se sabe que los animales con sobrepeso u obesidad desarrollan
resistencia a la accién de la insulina, ya que en ese estado metabdlico se requieren mayores
niveles de la misma para tratar de mantener unos parametros normales en la glucosa
circulante [162]). Este proceso se considera la base fisiolégica de todos los trastornos
relacionados con la obesidad y tiene un especial interés en el periodo prepuberal [162, 286].
En relacién con las modificaciones en los parametros anteriores, se desarrollé mayor
resistencia a la accién de la insulina en los animales con sobrepeso de los dias postnatales
10 y 21, respecto a sus controles con peso normal; en el primero de los dias en los machos y
en el segundo de ellos en las hembras, con un indice de resistencia a la insulina superior en
los machos con sobrepeso en el dia 10. Con el avance de la edad, y en paralelo a la
disminucion peripuberal en la concentracion de leptina y posterior incremento en el adulto
joven, se puede comprobar que se pierde la resistencia insulinica respecto a los animales con
peso normal, como asi sucede en adultos jévenes de edades similares [266].

Como se ha propuesto anteriormente, todos estos cambios morfolégicos vy
hormonales, en su conjunto, sugieren que la alteracién, en etapas tempranas de la vida
postnatal, de los mecanismos metabdlicos y neuroendocrinos que controlan el equilibrio
homeostatico, determina el desarrollo de sobrepeso y el mantenimiento del mismo en etapas
posteriores de la vida [281].
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2.2. Plasticidad neuroglial y pubertad

Al mismo tiempo que se producen una serie de importantes modificaciones en la
composicion corporal durante el desarrollo, tienen lugar, igualmente, una serie de procesos
adaptativos en el sistema nervioso, de manera muy significativa en el periodo prepuberal, en
los cuales las células que forman parte de él responden a diferentes estimulos, endégenos y
exogenos, modificando sus caracteristicas morfolégicas y funcionales [315].

Vida postnatal y periodo prepuberal:

Las células gliales ejercen un importante papel en la regulacion neuroendocrina y
como mediadores de la diferenciacion sexual que las hormonas gonadales inducen sobre
diferentes areas del cerebro en la vida intrauterina y postnatal [315]. Ademas, estas células
expresan receptores para hormonas gonadales, pueden metabolizar esteroides sexuales y
también participar en la sintesis de esteroides por parte del sistema nervioso [316]. El
dimorfismo sexual en la diferenciaciéon de la astroglia tiene un efecto substancial en la
organizacion de la red neuronal que regula la actividad y secrecion de las neuronas GnRH,
cuyo incremento sostenido en el tiempo es necesario para el comienzo de la pubertad [234,
235]. En diferentes estudios con roedores se ha comprobado que la exposicién a testosterona
en el feto resulta en modificaciones en el nimero y funcién de las senales sinapticas, ademas
de diferencias en la morfologia de las prolongaciones de las células gliales asociadas con las
neuronas GnRH [317-319]. Durante el periodo prepuberal, las redes que regulan la actividad
de las neuronas GnRH (neuronas GABAérgicas, preproencefalinérgicas, glutaminérgicas y
neuronas kisspeptina) presentan modificaciones en su morfologia y funcionamiento, que
ocurren en paralelo con cambios en la morfologia y bioquimica de los tanicitos de la
eminencia media del hipotdlamo, lo que permite regular la liberacion de GnRH en los vasos
sanguineos de esta area [320-322].

El nucleo arcuato del hipotdlamo, ademés de contener varias poblaciones neuronales
implicadas en el control de las células GnRH, también integra sefnales hormonales como
leptina, insulina, testosterona o estradiol, que pueden regular el balance energético y la
ingesta, de la misma forma que la plasticidad sinaptica en esta zona del hipotalamo,
principalmente en el periodo prepuberal, coordinando la liberacion de GnRH con los cambios
fisiologicos relacionados con la composicion corporal [281, 323, 324]. Se cree que la amplitud
y el tiempo del pico fisioldégico de leptina en la vida postnatal temprana, tendrian un rol muy
importante en la formacion de redes neuronales directamente relacionadas con el control del
equilibrio homeostatico [281]. Horvath y colaboradores han demostrado que la administracién
de leptina en roedores deficientes en la misma, regula el nimero de sinapsis excitatorias e

inhibitorias y las corrientes postsindpticas en las neuronas NPY y POMC del nucleo arcuato
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[325]. Ademas, se ha comprobado que esta hormona estimula la extensién de las neuritas en
explantes de nicleo arcuato a partir del dia 4 de vida postnatal [326].

Diferentes trabajos de investigacion llevados a cabo en ratas, han revelado que la
maduraciéon paralela de las membranas neuronales y las células gliales, junto con la
integraciéon de las sefales sinapticas durante el periodo prepuberal, origina una organizacion
sexualmente dimorfica de las sinapsis neuronales y la glia, de tal modo que Unicamente las
hembras podran responder en el periodo postpuberal a los efectos que el estradiol ejerce
sobre la plasticidad sinaptica, incidiendo en el dimorfismo sexual no so6lo del sistema
reproductor si no del crecimiento y de la composicion corporal [327-329]. Estas diferencias
sexuales se deben a la secrecion perinatal de testosterona en las ratas macho, con el
consiguiente incremento de la expresion en los astrocitos de la proteina citoesquelética que
regula la morfologia celular de la astroglia: la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), y
provocando la inactivacion de los receptores de estrogenos [330]. Estos hechos inducen el
crecimiento y ramificacién de las prolongaciones astrociticas y la extension de las membranas
neuronales recubiertas con estas prolongaciones [330]. Ademas de estos cambios en la
morfologia astrocitaria, también se produce una gran reduccion en la densidad de las espinas
dendriticas y las sinapsis axosomaticas en las neuronas del nucleo arcuato [331-333].

Durante la vida postnatal temprana, la hipdfisis, que ya tiene capacidad funcional,
puede responder a la secrecién esporadica de GnRH, participando de esa manera en la
organizacion de la funcion reproductora en ambos sexos [334]. En las ratas hembra se
produce un pico de LH y FSH, que se cree esta relacionado con el inicio del desarrollo
folicular [335], desde el dia postnatal 8-10 hasta, aproximadamente, el dia 21 [336-338].
Durante este periodo de tiempo, sélo GnRH puede controlar la secreciéon de gonadotropinas
[334], no siendo la hipdfisis capaz de responder a los estimulos estrogénicos hasta este
momento [339, 340], a partir del cual comienza a disminuir la expresién de estas hormonas
[341], tal y como sucede en las hembras con peso normal. En los machos, las dos
gonadotropinas, en especial FSH, estan implicadas en el control de la diferenciacion de las
células de Leydig y Sertoli, y en el desarrollo de las células germinales desde etapas muy
tempranas de la vida postnatal hasta la primera espermatogénesis, alrededor del dia 40-45
[342], aumentando progresivamente su expresion, como asi sucede en los machos con peso

normal.

Periodo postpuberal y adulto joven:
En el periodo postpuberal de las ratas hembra, los cambios en la morfologia de los
astrocitos asociados con las neuronas GnRH del area preoptica rostral del hipotalamo, estan

relacionados con la liberacion de gonadotropinas, las cuales presentan una ralentizacion en
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su ritmo de produccién y amplitud de los pulsos, que va en aumento conforme avanza el
desarrollo [341, 343], como sucede en la expresion de LH y FSH en las hembras con peso
normal de este trabajo. Este hecho se cree que podria estar relacionado con una disminucién
en la capacidad de respuesta al estradiol de las neuronas Kiss1 del nucleo periventricular
anteroventral del hipotadlamo [344], lo que explica el incremento de la hormona esteroide en la
edad adulta. En los machos, los patrones decrecientes en la expresién de estas hormonas en
el dia 85, apuntarian a la posibilidad de una situaciéon analoga a las hembras en este periodo
del desarrollo, donde se sabe que la testosterona, la cual aumenta en la edad adulta [345],
juega un importante papel en la plasticidad de las neuronas del area predptica del nicleo
arcuato, inhibiendo la liberacién de GnRH y de las hormonas gonadotropicas [346].

Durante el ciclo estral de las ratas, que puede durar entre 4 y 6 dias, se ha
comprobado que el area superficial y el nimero de prolongaciones por astrocito disminuyen
desde la manana del proestro — antes del incremento en la expresion de LH y FSH — hasta la
tarde de esta fase, en paralelo con el incremento en la concentracion plasmatica de LH que
se da en este momento. Al dia siguiente, en estro, tanto el area superficial como el nimero de
prolongaciones astrocitarias retorna a niveles similares a los de la mafnana del proestro [347].
Los tanicitos también juegan un importante papel durante el ciclo estral, ya que sus
prolongaciones se extienden y retraen siguiendo los cambios hormonales, regulando de esta
forma la liberacion de GnRH [315]. Durante la etapa preovulatoria, las prolongaciones de
estas células se retraen, permitiendo el contacto de manera transitoria entre las

prolongaciones de las neuronas GnRH y los vasos sanguineos portales [348, 349].

Es importante destacar que no sélo la plasticidad neuroglial y neuronal esta
relacionada con la modulacion de la liberacion de GnRH, si no que se ha propuesto que la
oscilacion diurna en la inmunorreactividad de GFAP en el area peri-supraquiasmatica podria
tener un papel relevante en ese proceso, acoplando los ritmos circadianos al aumento de LH
inducido por el estradiol [350]. Ademas, en este periodo del desarrollo, el nicleo arcuato
también presenta plasticidad sinaptica y remodelado glial, procesos que estan muy
relacionados con variaciones hormonales durante el ciclo ovarico [315]. El nimero de sinapsis
axosomaticas en las neuronas GABAérgicas disminuye entre la mafana y la tarde del
proestro, permaneciendo sin cambios hasta la mafana del estro, donde de nuevo
incrementan hasta alcanzar las condiciones basales en la mafana del metaestro. Las sinapsis
en las espinas dendriticas de las neuronas glutamatérgicas también experimentan un
incremento importante en la tarde del proestro, permaneciendo sin cambios el dia del estro y
retornando a niveles basales en los siguientes dos dias [329]. Todos estos cambios estan

asociados con el incremento que el estradiol induce en la activacion neuronal en el ndcleo
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arcuato, controlando la secrecién de GnRH y el incremento de gonadotropinas durante el ciclo
ovarico [351, 352].

2.2.1. Efecto del sobrepeso

Los cambios descritos durante la vida postnatal, principalmente en la actividad
neuronal del nlcleo arcuato en respuesta a la modulacién de la morfologia astrocitaria, tienen
un amplio impacto fisioldgico, que puede ser alterado por determinadas condiciones
metabodlicas como la sobrenutricion neonatal [281, 352]. Asi pues, el incremento y la
tendencia a incrementar observados en las concentraciones de insulina y leptina,
respectivamente, en los dias 10 y 21 de los animales de ambos sexos sometidos a
sobrenutricién durante este periodo de tiempo, podria estar alterando la correcta formacién de
las rutas neuronales que controlan el balance energético [281], y contribuyendo de esta
manera, tal y como se comprobd, al incremento de peso respecto a los animales
normonutridos. En los machos sobrenutridos, asimismo, el incremento en la concentracién de
testosterona respecto a los machos normonutridos, que se produjo en el dia postnatal 10,
contribuiria, ain mas, al remodelado de neuronas y glia, especialmente a la reduccién en las

sinapsis de las neuronas del nucleo arcuato [331-333].

Ademas de los efectos que la sobrenutricién neonatal ejerce sobre el desarrollo de las
redes neuronales que controlan el balance energético, también puede influir sobre las redes
implicadas en el comienzo de la pubertad, con un potencial rol de la leptina en la formacién de
estas redes y en la activacién de las mismas [232]. El Prof. Tena-Sempere y colaboradores
han demostrado que la sobrenutricién en etapas tempranas de la vida postnatal de ratas, y el
consiguiente desarrollo prepuberal de sobrepeso, provocan un avance en el comienzo de la
pubertad, evidenciado més claramente en las hembras mediante el adelanto en la aparicién
de la apertura vaginal, relacionado con el incremento en la expresion del ARNm de Kiss1 y
con el aumento en los niveles circulantes de las hormonas luteinizante y foliculo estimulante
[353, 354]. En los animales estudiados en el presente trabajo no se controlaron los signos
externos indicadores de la entrada en pubertad; no obstante, en las hembras con sobrepeso,
el aumento tendente en la concentracion prepuberal de leptina y el incremento en la
concentracion peripuberal de estradiol, podrian ser compatibles con un posible adelanto en la
entrada en pubertad. Asimismo, estas modificaciones en las redes que controlan la madurez
sexual, pueden provocar en los animales adultos con sobrepeso fallos reproductivos, como
consecuencia de anormalidades en el ciclo estral o disminucion de la motilidad espermatica
[355, 356].
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Todas las modificaciones en la plasticidad de neuronas y neuroglia a consecuencia de
la sobrenutricién en el periodo neonatal, y que contribuyen a una mayor ganancia de peso
respecto a los animales normonutridos en esta etapa de la vida, podrian estar determinando,
como se ha sefalado anteriormente, el mantenimiento del sobrepeso en periodos mas
avanzados de la vida, ademas de alterar, posiblemente, el tiempo de entrada en pubertad
[281]. En diferentes estudios de nuestro grupo se ha comprobado que en la rata adulta la
sobrenutricién neonatal y la leptina tienen importantes efectos sobre las células gliales
modificando su actividad, nimero y morfologia [267, 357]. El papel que esta hormona podria
ejercer sobre estas células en etapas mas tempranas y su posible efecto en el comienzo de la
pubertad deben de ser estudiados mas profusamente.

2.3. Senalizacion por leptina en el hipotalamo

En el presente trabajo de investigacion se evalu6 la progresion evolutiva de STAT3 y
SOCS3 en el hipotalamo de las ratas con nutricién normal, y los efectos que la sobrenutricién
neonatal ejerce a lo largo del tiempo, para poder contrastar, de esta forma, el papel regulador
de la senalizacion por leptina a lo largo de diferentes etapas de la vida postnatal de los

animales con sobrepeso.

Fosforilacion de STAT3 durante el desarrollo:

Este factor es una proteina de 92 KDa formada por 770 aminodacidos, con un dominio
N-terminal en espiral, un dominio de unién al ADN, un dominio enlazador, un dominio SH2 y
un dominio de activacién C-terminal [358], el cual contiene un residuo de tirosina en la
posicion 705 y un residuo de serina en la posicién 727, que cuando se activan por diferentes
proteinas sufren una fosforilacion [358]. La activacién de STAT3 esta regulada por la
fosforilacion de la tirosina 705 por parte de JAK-2 [181]. Esta fosforilacién en el citoplasma
provoca su dimerizacion, la translocacion dentro del ndcleo y la unién al ADN, regulando la
transcripcion de distintos genes, como se ha indicado en la parte introductoria de este trabajo
[170,172].

En la fosforilacion de STAT3 en la serina 727 pueden estar implicadas distintas
proteinas que inducen su inhibicibn o maximizan su actividad transcripcional, caso de la
proteina quinasa C (delta) o mTOR, respectivamente [359-361]. Las proteinas ERK también
pueden unirse a STAT3 y fosforilar la serina 727, en este caso provocando la regulacion
negativa de la fosforilacién de la tirosina 705 [362]. Ademas de la fosforilacion en la tirosina
705 y la serina 727 de la regién C-terminal, STAT3 también puede ser acetilado por la histona
acetil-tranferasa p300 en el residuo de lisina 685 [363]. Esta acetilacion de STAT3, que puede
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ser reversible, es necesaria para formar dimeros estables, requeridos para la correcta unién al

ADN vy la regulacion transcripcional [358].

En los machos normonutridos, los niveles hipotalamicos basales de fosforilacién en la
tirosina 705 de STAT3 siguen un patrén semejante a la leptina circulante, es decir, se
mantienen sin cambios en el periodo prepuberal, disminuyendo peripuberalmente y con una
tendencia a incrementar en las etapas posteriores. En cambio, la fosforilacion de este factor
en las hembras con nutriciébn normal, a pesar de que también disminuye en el dia 21, se ve
incrementada en el periodo peripuberal, y de nuevo disminuida posteriormente. Este
incremento peripuberal en la fosforilacion de STAT3 podria estar relacionado con el efecto
permisivo que la leptina ejerceria a nivel hipotalamico en el comienzo de la pubertad,
posiblemente activando las redes neuronales implicadas en el incremento de la pulsatilidad de
las neuronas GnRH [232]. La razdn por la cual en los machos no se observa un incremento
peripuberal en la fosforilacion de STAT3, posiblemente se deba a que la entrada en pubertad
se produce, aproximadamente, entre 5 y 8 dias mas tarde del dia que se ha estudiado,
momento en que si podria aumentar la fosforilacién de STAT3, hecho que se puede apreciar,
de manera tendente, en el dia postpuberal 50.

SOCS3 durante el desarrollo:

En casi todos los trabajos publicados hasta la actualidad en relaciéon con el papel de
esta proteina en el hipotdlamo, se ha demostrado que la leptina estimula la expresion de
SOCS3, proteina que directamente inhibe la sefalizacién de la hormona impidiendo la
fosforilacion de JAK-2 o actuando directamente sobre STAT3 [183, 185]. También se ha
observado que la inhibicion de SOCSS3 en las neuronas aumenta la sensibilidad a la leptina vy,
en ultimo término, podria proteger contra la obesidad inducida por la dieta [364-366]. Ademas,
se ha publicado que la expresién especifica de STAT3 en el hipotalamo es suficiente para
inducir resistencia a la leptina mediada por SOCS3 [367]. Este mecanismo seria analogo al
que se da en la senalizacién de la insulina a través de su receptor, donde un tratamiento
cronico con esta hormona resulta en la activacion de rutas reguladoras negativas mediadas
por SOCS3 o PTP1B, que actian sobre el receptor de insulina o revirtiendo la fosforilacion de
IRS1 [191, 192]. Sin embargo, podria decirse que en estos trabajos el estudio de SOCS3 ha
sido parcial, ya que se han utlizado, de manera general, individuos adultos que no
presentaban obesidad, evaluando la acciéon de SOCS3 s6lo en un sexo, o se han utilizado
modelos experimentales alterados genéticamente, sin enfocar, en ninglin caso, las
investigaciones en el periodo prepuberal ni tampoco en un contexto evolutivo, valorando las

posibles divergencias sexuales.
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Diferentes trabajos con roedores han demostrado que en la etapa postnatal temprana,
los niveles de SOCS3 en el hipotalamo mebiobasal aumentan a causa del pico fisiolégico de
leptina [368-370], lo que explica que los resultados del presente estudio relativos a la cantidad
de SOCS3 en el dia 10 sean los mas elevados del periodo de tiempo estudiado. Se sabe que
en esta etapa postnatal temprana la leptina no ejerce efectos metabdlicos [371], lo que ha
sido interpretado por algunos autores como una relativa falta de sensibilidad a esta hormona
en el cerebro neonatal [372], quiza relacionado con unos niveles elevados de SOCS3. Otros
autores, sin embargo, creen que la leptina neonatal ejerceria funciones relacionadas con el
desarrollo cerebral [371, 373].

En los siguientes puntos temporales la proteina SOCS3 decrecié drasticamente, en
paralelo con la disminucién en la leptina circulante, con significacion en el dia prepuberal 21 y
después de la entrada en pubertad (dia 50). Paradéjicamente, este patron decreciente en los
niveles de SOCS3 estuvo acompanado por un incremento en la ingesta y en la ganancia de
peso corporal. Una observacion relativamente similar se obtuvo en un trabajo del grupo de
Adan y colaboradores [374] en el que utilizaron vectores virales para suprimir la expresiéon de
SOCS3 en el hipotalamo mediobasal de ratas de 48-50 dias, pudiendo comprobar que los
animales seguian comiendo e incrementando su peso corporal de igual manera que los
controles, con un aumento en la expresién de NPY en el nucleo arcuato. Estos resultados,
junto con los obtenidos en este trabajo, sugieren que la modulacion de SOCS3 en el
hipotalamo podria depender de una determinada concentracién de la hormona adipocitica,
por debajo de la cual, el regulador negativo de la sefalizacién por leptina disminuye. Por ello,
seria plausible proponer que en edades postpuberales mas avanzadas que las estudiadas en
este trabajo, en las que se sabe que la concentracién de leptina aumenta considerablemente
respecto a etapas anteriores [375], y en las que también se producen cambios en la
composicion corporal, en las hormonas circulantes y en la plasticidad de neuronas y neuroglia
[267, 287, 288], la proteina SOCS3 aumente sus niveles. Esta hip6tesis se apoya en las
observaciones hechas en diferentes estudios con ratas de 3, 6, 12 y 24 meses [370, 374,
375]. En ellos, las ratas adultas mas avanzadas (6, 12 y 24 meses) presentaban mas
concentracion de leptina y niveles superiores de SOCS3 en el hipotalamo mediobasal que las
ratas de 3 meses (edad similar al ultimo punto experimental estudiado en este trabajo), lo que
se ha relacionado con la resistencia central a la accién de la leptina, y el consiguiente
incremento en la ganancia de peso, que se desarrolla de manera fisiolégica con el avance de

la edad.
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2.3.1. Efecto del sobrepeso

La fosforilacion en la tirosina 705 de STAT3 y la proteina SOCS3 no cambiaron,
respecto a los controles, en los machos con sobrepeso en ninguno de los puntos temporales,
al mismo tiempo que la concentracién de leptina tampoco fue significativamente superior a los
controles. Esta observacién sugiere que las alteraciones que se producen en la formacion de
las redes neuronales en la etapa neonatal, y que determinan el posterior incremento de peso
respecto a los animales con normonutricion, dependerian de otra modificacion en los
mecanismos que rigen el balance energético, distinta a la alteracién en la sefalizacién
intracelular por leptina; probablemente como consecuencia del incremento respecto a los
machos normonutridos en la testosterona circulante en la vida postnatal temprana, con el
consecuente agravamiento en la reduccion de las sinapsis de las neuronas del nucleo
arcuato, el incremento de la expresion de GFAP y la inactivacion de los receptores de
estrégenos, induciendo de esta forma el crecimiento y ramificacion de las prolongaciones
astrociticas y la extension de las membranas neuronales recubiertas con estas

prolongaciones [330-333].

En las hembras con sobrepeso la fosforilacién de STAT3 disminuy6, respecto a las
hembras con peso normal, en el dia 10, al mismo tiempo que existi6 una tendencia a
incrementar en la proteina SOCS3 y en la concentracién de leptina. Estos datos podrian
significar que la sefalizacién por leptina en la neuroglia y en las neuronas hipotaldmicas
estaria alterada en esta etapa neonatal, con la consecuente modificacién funcional en las
redes neuronales responsables del equilibrio homeostatico [281, 352]. Esta posible
eventualidad, unido con el incremento de SOCS3, respecto a las hembras con peso normal,
tanto prepuberal (sin cambios pero tendencia a incrementar en la concentracion de leptina)
como postpuberalmente (sin cambios en la concentracién de leptina), podrian contribuir al
desarrollo y mantenimiento del sobrepeso. En estudios posteriores serd muy importante
clarificar en qué células se estan produciendo esos cambios como consecuencia del
sobrepeso, si esas células son las mismas o no a lo largo del desarrollo y en qué funciones
estarian implicadas durante las diferentes etapas de la vida postnatal, prestando un especial
interés al comienzo de la pubertad. En andlisis preliminares de la posible expresién de
SOCSS3 en neuronas kisspeptina, no se han dado resultados positivos de colocalizacién; sin
embargo, es necesario seguir investigando al respecto.

Un resultado interesante en las hembras con sobrepeso es el referido a la fosforilacién
de STAT3 en el dia 30 (sin cambios en la concentracion de leptina). En este punto la
fosforilacion fue menor que la de las hembras con peso normal. Sin embargo, en estas ratas
los niveles de fosforilacién no disminuyeron respecto a la etapa postnatal temprana, lo que
sugiere que la leptina podria estar actuando de manera continua en el hipotalamo durante
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todo el desarrollo prepuberal de estas ratas, independientemente de la concentracién
circulante de la hormona, provocando una reestructuracion de las redes neuronales que no
sé6lo implique la alteracién del equilibrio homeostatico, si no también la activaciéon temprana de
las neuronas GnRH, como asi se ha demostrado en ratas hembra con sobrepeso [353, 354].

Este dimorfismo sexual en la sefalizacién basal por leptina en el hipotalamo, como
consecuencia de la sobrenutricion neonatal y el consiguiente desarrollo de sobrepeso, podria
afectar a la respuesta ante determinados estimulos en etapas tan importantes como el
comienzo de la pubertad. Por esta razon, se estudié a continuacion la sensibilidad central a
un incremento agudo de leptina, la cual se considera un factor permisivo en el comienzo de la
pubertad [204].

3. Respuesta a la administracion aguda de leptina

La accién aguda de la leptina en estados fisiolégicos de sobrepeso u obesidad, y la
respuesta central que podria inducir, estd muy poco estudiada, menos adn en la etapa
prepuberal del desarrollo. Por ello, en este trabajo se estudio la senalizacion intracelular en el
hipotalamo de animales prepuberales de ambos sexos (dia 21), y la sefalizacién intracelular y
expresion génica en el hipotdlamo e hipdfisis de animales peripuberales de los dos sexos: dia
30 en las hembras y dia 35 en los machos. Los tiempos de estudio de la respuesta a la
leptina, 45 minutos y 2 horas después de la inyeccién intraperitoneal, se determinaron en
funcién de la farmacocinética de la hormona, la cual se produce de manera enddgena en las
ratas en dos modos: un denominado “pool inicial rapido” con una vida media de la hormona
de 3,4 minutos y un “pool lento” con una vida media de 71 minutos y una tasa de aclaramiento
global de 6,16 mL/min/Kg [376]. La leptina recombinante que se administra exégenamente
tiene una vida media de 90 minutos [377] y puede inducir cambios en el hipotadlamo en los
mismos tiempos o similares que los indicados anteriormente [257, 378].

El estudio de la accién y senalizacién de la leptina a través de su receptor se
determiné principalmente mediante la deteccién de la fosforilacion del factor de transcripcion
STATS3 en respuesta a la administracién de la hormona. La determinacién de los niveles de
STAT3 fosforilado es la prueba de referencia para este tipo de estudios [379], ya que esta
proteina se fosforila de manera rapida y directa por la accién del receptor de leptina, con lo
cual la mayoria de STAT3 fosforilado en el hipotdlamo se puede atribuir a la accion
estimuladora de la hormona administrada [380, 381]. Ademas, se estudiaron proteinas clave
en la rutas mediadas por PI3K/Akt y ERKs, encargadas de incrementar la sensibilidad a la
leptina, promover la disminucién de la adiposidad, activar la ruta de mTOR implicada en el
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comienzo de la pubertad, estimular la proliferacion celular y la transcripcion de genes
involucrados en la activacién neuronal [210, 382, 383]. Asimismo, se evaluaron los
reguladores negativos de la senalizacion por leptina mas importantes: SOCS3 y PTP1B, que
actuan sobre JAK-2 0 STAT3 [183, 185], y PTEN, el cual actia sobre PI3K [190].

3.1. Etapa prepuberal: senalizacion en el hipotalamo

En los animales control, los cuales no presentaban dimorfismo sexual en el peso
corporal, longitud, grasas ni tampoco en la leptina circulante, el incremento en la
concentracion circulante de esta hormona después de 45 minutos de su administracién fue
superior en los machos. La respuesta central fue similar en ambos sexos: la fosforilacién en la
tirosina 705 de STAT3 se vio incrementada. En este momento no se observaron cambios en
las proteinas de senalizacion y en los reguladores negativos estudiados, a excepcién de la
fosforilacion de Akt en los machos, la cual estaba disminuida. Estos datos sugieren que las
rutas de senalizacion por leptina pueden haberse activado y desactivado en periodos
temporales mas cortos que el estudiado, probablemente la ruta PIBK/Akt, a través de la cual
se incrementa la sensibilidad a la hormona en respuesta a un incremento de ésta [382]. En los
machos, donde la concentracion de leptina era superior en este intervalo de 45 minutos, el
tiempo de desactivaciéon requerido podria ser mayor, de ahi que se haya detectado una

disminucion en su fosforilacion en este momento.

Asimismo, el tratamiento con leptina en los machos control indujo un aumento,
respecto a los niveles basales, en la concentracién de testosterona, probablemente por la
accion directa de la hormona administrada sobre sus receptores presentes en los testiculos,
lo que se ha demostrado in vitro en cultivos de testiculos inmaduros de carnero [384].

3.1.1. Efecto del sobrepeso

Como se ha descrito anteriormente, la sobrenutricion neonatal provoca un incremento
en el peso y longitud corporales en los dos sexos [47, 266], en los animales de este caso,
relacionado con una mayor cantidad de grasa parda y subcutanea respecto a los animales
control, sin dimorfismo sexual en ningun caso. Ademas, tanto en los machos como en las
hembras con sobrenutricién, la grasa visceral perigonadal fue mayor que en los animales
control, probablemente porque los adipocitos tuvieran un mayor perimetro a causa de un
almacenamiento de lipidos superior a los animales control [266]. Solamente en las hembras
con sobrepeso las gbnadas fueron mayores que sus controles, probablemente por la
aceleracion del desarrollo folicular que se ha comprobado que sucede en estados de
sobrepeso [385]. Asimismo, no hubo cambios en la concentracién circulante de leptina
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respecto a los niveles basales de los animales control, aunque existi6 mas variabilidad
interindividual que en estos ultimos. Este hecho podria deberse al estrés inherente originado
por la manipulacién de los animales [283], especialmente en un momento tan critico como el
dia prepuberal 21 en el que se destetaron los animales, momento que se ha demostrado que
puede provocar cambios o variaciones en las concentraciones hormonales [386]. Obviamente,
también puede suceder que no todos los animales, por razones innatas, respondieran de la

misma forma a las manipulaciones.

En estos animales con sobrepeso, los niveles basales en la fosforilaciéon en la tirosina
705 de STATS eran inferiores, en los dos sexos, respecto a los niveles basales en los
animales control, lo que puede estar relacionado con una alteracion en la sefalizacion por
leptina, que se sabe que sucede en los animales obesos, y que favorece la ganancia de peso
[387]. EI mecanismo molecular que provocaria esa alteracién podria ser diferente en machos
y hembras, ya que en los machos con sobrepeso los niveles basales de PTEN fosforilado,
gue actua inhibiendo a PI3K, eran superiores a los niveles basales en los machos control. En
las hembras con sobrepeso no habia cambios en este regulador negativo; sin embargo, la
fosforilacion basal de Akt era inferior y los niveles de PTP1B, que actia sobre STATS,
superiores a los niveles basales de las hembras control. Esta posible inhibicion sexualmente
dimoérfica de la ruta mediada por PI3K/Akt podria conducir a una disminucién en la
sensibilidad a la leptina, promoviendo el incremento de peso [382]. No obstante, hay que
considerar la posibilidad de que este dimorfismo sexual esté relacionado con la respuesta de
distintos tipos celulares, ya que, como se ha resefiado en el punto 2.2., existen diferencias en
machos y hembras en cuanto al desarrollo y maduracién de las poblaciones de neuronas y
glia en el hipotalamo [327-329]. Para comprobar esta hipétesis, debemos desarrollar estudios
mas precisos en este sentido, tratando de clarificar qué células podrian tener alterada la

sefalizacién por leptina en cada uno de los sexos.

La elevacién en los niveles circulantes de leptina después de la administracién aguda
de la hormona en los animales con sobrepeso no fue diferente en machos y hembras,
seguramente debido a la variabilidad interindividual en ambos, ni tampoco fue diferente
respecto a los animales control tratados con leptina. Sin embargo, la respuesta en estos
animales con sobrepeso fue diferente a la de los animales control con peso normal. El
aumento en la leptina circulante de machos y hembras con sobrepeso provocd una respuesta
relativamente semejante en los dos sexos: el aumento en la fosforilacion en la tirosina 705 de
STATS3, asi como en la fosforilacién de Akt, respecto a los niveles basales. Ademas, en los
machos disminuy6 la fosforilacién del regulador negativo PTEN, sin cambios en las hembras,
pero con mayor variabilidad interindividual que en el estado basal. Estas observaciones

indicarian que los animales con sobrepeso serian mas sensibles a la administracion aguda de
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leptina, activindose, probablemente, la ruta mediada por PI3K/Akt en las neuronas POMC,
como asi se ha comprobado en diferentes estudios [257, 378, 382].

En los machos con sobrepeso, cuyos niveles basales de testosterona eran superiores
a los niveles basales de los machos control, se dio una respuesta de disminucion en la
testosterona circulante como consecuencia del incremento agudo en la concentracion de
leptina. Este hecho ha sido demostrado in vitro en testiculos de roedores adultos con peso
normal, pero no en individuos prepuberales [384, 388]. Estos datos sugieren que el
tratamiento agudo con leptina en los machos con sobrepeso, en esta etapa del desarrollo,
podria provocar una inhibicién en la secrecion de testosterona [388] o en la esteroidogénesis
testicular, en este caso, probablemente, disminuyendo la expresién de distintos factores
implicados en la ruta de producciéon de esteroides [389]. De cualquier modo, es necesario
aclarar qué esta sucediendo en los testiculos de estos animales mediante el estudio de los

mismos.

Todos los datos obtenidos en esta etapa prepuberal tras la administracion de leptina,
indican que la sobrenutricion neonatal, y los consiguientes cambios metabdlicos y
neuroendocrinos que induce, modificarian la respuesta a esta hormona en relacién con los

individuos control.

3.2. Etapa peripuberal

3.2.1. Senalizacion en el hipotalamo y activacion del eje reproductivo

Como se ha descrito en la parte introductoria de este trabajo, el nlcleo premamilar
ventral del hipotdlamo podria tener un papel muy importante en la mediacién de los efectos de
la leptina en el inicio de la pubertad [232, 239]. Esto es asi, debido a que este nlcleo contiene
gran cantidad de neuronas que expresan receptores de leptina y que se proyectan
directamente a neuronas GnRH [241, 252]. Asimismo, se ha demostrado en ratas y ratones
adultos de ambos sexos que para que la leptina pueda ejercer efectos agudos en las
neuronas del nucleo premamilar ventral, se requiere la activaciéon de la ruta de sefalizacion
mediada por PI3K/Akt [257, 378, 390].

A) Hembras

En las hembras control, el incremento en los niveles circulantes de leptina, respecto a
los niveles basales, después de 45 minutos de su administracién provoc6 un incremento en la
fosforilacion en la tirosina 705 de STAT3, al mismo tiempo que una disminucion de las dos
isoformas de PTP1B respecto al estado basal, lo que podria implicar una disminucién en la
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desfosforilacién de JAK-2 [185], contribuyendo, por tanto, al incremento que se observa en la
fosforilacion de STATS3.

A las 2 horas de la administracion aguda de leptina, los niveles circulantes
disminuyeron respecto al periodo temporal anterior, debido a la vida media de 90 minutos de
la hormona recombinante administrada [377]. El aumento en la fosforilacién en la tirosina 705
de STATS3, cuyos niveles en este momento seguian siendo superiores a los basales, podria
estar relacionado con que la expresion de POMC fuera mayor, al mismo tiempo que la de
NPY era menor que las hembras control tratadas con vehiculo, como se ha demostrado en
otros estudios [261, 378]. En ellos, la disminucion en la expresion de NPY como consecuencia
de la administracion de leptina, va siempre acompanada de la disminucién en la expresion de
AgRP, aunque en periodos de tiempo superiores a los analizados en el presente trabajo,
donde no ha sucedido lo mismo debido a la variabilidad interindividual, a pesar de lo cual se
podia apreciar una tendencia a disminuir, que seguramente, en periodos de tiempo superiores
podria ser significativa.

En este punto temporal, igualmente, se estaba produciendo una respuesta inhibitoria
de la senalizacién por leptina en las rutas mediadas por PI3K/Akt y ERKs, ya que el regulador
negativo SOCS3 habia aumentado y la fosforilacion de Akt y ERK-2 disminuido respecto al
estado basal, lo que no sélo conduciria a una disminuciéon en la transcripcién de genes
involucrados en la activacion neuronal [185, 382, 383], si no que también podria implicar una
falta de activacion en la ruta de mTOR, lo cual, posiblemente, explicaria que los mecanismos
de comienzo de la pubertad no se activen [210]. Ciertamente, esta hipétesis podria ser asi, ya
que no se produce ningun cambio en la expresion de la kisspeptina y de su receptor, como
tampoco sucede en la expresion de GnRH, donde si existia una tendencia a incrementar,
pero que probablemente no refleje ningun tipo de activacién de estas neuronas por leptina, ya
que la expresién de las hormonas hipofisarias estudiadas, directamente controladas por
GnRH, no presentd cambios; como tampoco hubo cambios en las concentraciones circulantes
de LH y estradiol. Para demostrar esta hipétesis, se deberia estudiar si la modulacién que el
incremento de leptina produce sobre la sefnalizacién de la misma en el hipotdlamo, esta

relacionada con la expresién de SOCS3 en las neuronas GnRH y kisspeptina.

A.1) Efecto del sobrepeso

La sobrenutricion neonatal resulté en un incremento peripuberal del peso y longitud
corporales, asi como un incremento en la ingesta después del destete, en relacién con las
hembras control, como asi se ha demostrado en distintos estudios [47]. Los depdsitos de
grasa no mostraron cambios relacionados con la sobrenutricibn en este momento, de igual

manera que sucedié en los animales del otro modelo experimental en esta misma etapa,
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probablemente porque los depdsitos de grasa sean minimos en relacién con el peso corporal
— respecto a etapas anteriores o posteriores — en la entrada en pubertad [277].

A los 45 minutos, la concentracién basal de leptina era mayor en las hembras con
sobrepeso respecto a las ratas control, lo que se traducia en un incremento en la fosforilacion
en la serina 727 de STAT3 y en una disminucién en los niveles de las dos isoformas de
PTP1B y en la fosforilacion de PTEN, respecto al estado basal de las hembras control. La
fosforilacion basal en la tirosina 705 no se detect6 con la técnica de Western blotting en los
controles ni en las ratas con sobrepeso, debido a que el tiempo de exposicién para el
revelado de las membranas no debia alargarse para detectar estas bandas de proteina,
porque si fuera asi, las bandas de las ratas tratadas con leptina estarian muy sobreexpuestas
[391]. A las 2 horas, si se detecté esta fosforilacion, que no cambiaba en las hembras con
sobrepeso respecto a los niveles basales de las hembras control. En este caso, se pudo
exponer mas tiempo las bandas de proteina porque la concentracién de leptina en las ratas
tratadas con esta hormona disminuy6é respecto al anterior periodo temporal, lo que
probablemente llevaba implicito una disminucién en la fosforilacién de STAT3. En este
momento, no se observaron los cambios que se veian a los 45 minutos en la fosforilacién en
la serina 727 de STAT3, en PTP1B y en la fosforilacion de PTEN, a causa de la variabilidad
interindividual; sin embargo, se apreciaba una tendencia similar al anterior periodo temporal.
Esta aparente normalizacién en los cambios que se observaban a los 45 minutos en los
niveles basales de las ratas con sobrepeso, podria deberse, posiblemente, a la vida media de
la hormona, la cual se produce de manera pulsétil en el organismo, y que es de 71 minutos

[376], aproximadamente el tiempo transcurrido entre los dos puntos temporales.

En este momento, la expresién basal de NPY en las hembras con sobrepeso era
superior a la expresiéon del neuropéptido en las hembras control, en consonancia con el
incremento en la ingesta observado en esas ratas respecto a los controles. Al mismo tiempo,
la expresién basal de POMC en esas ratas con sobrepeso no presentaba cambios respecto a
los controles, por lo que el incremento observado en la fosforilacién de STAT3 podria tener
mas relacién con la activacién de las neuronas NPY.

El incremento de leptina a los 45 minutos de la administracién aguda de la hormona
indujo una respuesta distinta en las hembras con sobrepeso respecto a los controles con el
mismo tratamiento. En el hipotdlamo de las ratas con sobrepeso se produjo un incremento en
la fosforilacion en la tirosina 705 de STAT3 y en la fosforilacion de ERK-2 respecto a los
niveles basales de estas ratas, por lo que se estaria estimulando la actividad neuronal,
probablemente de las neuronas POMC [383].
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A las 2 horas del tratamiento con leptina, con sus niveles circulantes disminuidos
respecto al periodo temporal anterior, también se produjo una respuesta diferente en las
hembras con sobrepeso respecto a las hembras control con el mismo tratamiento, que
sugiere que las ratas con sobrepeso serian mas sensibles a la leptina. En estas ratas, la
fosforilacion en la tirosina 705 de STAT3 seguia siendo superior a los niveles basales, siendo,
incluso, mayor que en las hembras control con el mismo tratamiento. En este momento, la
fosforilacion de ERK-2 y la isoforma de membrana de PTP1B estaban disminuidas, al mismo
tiempo que SOCS3 incrementado, respecto a los niveles basales de estas hembras con
sobrepeso. Estos datos indican que la actividad neuronal en este momento, como
consecuencia de la mayor cantidad de leptina disponible, estaria incrementada,
probablemente en las neuronas NPY, donde la expresién del neuropéptido disminuye
respecto a los niveles basales, con una tendencia a disminuir también en la expresién de
AgRP. Al mismo tiempo, se estaba produciendo un incremento en la expresiéon de POMC,
superior tanto a los niveles basales de estas hembras como a los niveles de las hembras

control con el mismo tratamiento.

El incremento en la expresion del receptor de leptina, respecto a los niveles basales,
gue se producia en este momento, seguramente estaba relacionado con la accién que la
leptina estaria ejerciendo en las neuronas POMC y NPY. No obstante, y a pesar de no
observar cambios en la expresién de las proteinas y hormonas relacionadas con la pubertad,
no es descartable que la leptina también pudiera estar ejerciendo su accion en otras neuronas
hipotaldmicas o en la glia [267, 357], induciendo modificaciones en esas células que harian
que se activara el eje hipotalamo-hipdfisis. Por ello, es necesario desarrollar nuevos modelos
animales en los que se estudien los efectos en diferentes poblaciones neuronales,
especialmente en células kisspeptina y GnRH, de un incremento agudo de leptina en tiempos
mas dilatados.

La elevacion observada en la cantidad de proteina SOCS3 en respuesta al aumento
en la concentracion circulante de leptina, tanto en las hembras con sobrepeso como en los
controles, podria indicar que las células hipotalamicas de las hembras peripuberales serian
mas sensibles a un aumento en la leptina circulante que las células del hipotdlamo de las
hembras prepuberales, probablemente por estar en un periodo de la vida postnatal méas
cercano al comienzo de la pubertad, momento en el cual la leptina ejerceria importantes
efectos [204]. Por otro lado, el dato referente al incremento de SOCSS3 en respuesta a un
aumento de leptina, podria ser acorde con la hip6tesis propuesta en el punto 2.3, en la que se
sugiere que la regulacion de este inhibidor negativo de la sefalizacion intracelular por leptina,

dependeria de un determinado incremento en la concentracién de ésta. Sin embargo, para
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poder probar esta hipétesis se debe estudiar la respuesta hipotalamica frente a distintas

concentraciones de leptina.

Un resultado llamativo después de la administracion de leptina en las hembras de la
etapa peripuberal, asi como en los animales prepuberales, es la ausencia de cambios que se
observa en la fosforilacion de JAK-2, en aparente discordancia con los cambios que se dan en
la fosforilacién de STAT3. En relacién con ello, es importante mencionar el trabajo de Jiang y
colaboradores en el que demostraron que la leptina puede estimular la fosforilacion de STAT3
y la activacién de la ruta mediada por ERKs en cultivos de neuronas humanas y de raton
deficientes en JAK-2 [392]. También comprobaron que los miembros de la familia de las
tirosina quinasas Src estarian implicados en la senalizacién de la leptina independientemente
de JAK-2. Ademas, observaron que la sobreexpresion de JAK-2 en esos cultivos neuronales
aumentaba la senalizacién por leptina, sugiriendo que JAK-2 podria funcionar como una
tirosina quinasa y como un adaptador para la transduccién de la sefal de esta hormona.
Asimismo, sugirieron que las rutas dependiente e independiente de JAK-2 podrian actuar de
manera sinérgica para mediar las respuestas a la leptina. Estos interesantes hallazgos de
Jiang y colaboradores, junto con la ausencia de cambios en la fosforilacion de JAK-2 en
respuesta al incremento de leptina en los animales del presente trabajo, requiere que se
contraste el papel de JAK-2 en la senalizacion por leptina utilizando animales modificados

genéticamente para que sean deficientes en esta tirosina quinasa.

B) Machos

En los machos control, el incremento en la leptina circulante después de 45 minutos
del tratamiento agudo con la hormona, indujo Unicamente un incremento en la fosforilacién en
la tirosina 705 de STAT3 respecto al estado basal. A las 2 horas, con una tendencia a
disminuir en la leptina circulante, se mantuvo el incremento en la fosforilacién en la tirosina
705 de STATS3 en relacion con los niveles basales, pero no hubo ningin cambio en las
proteinas de sefalizacién y en los reguladores negativos de la ruta intracelular de la leptina; lo
que explica que tampoco hubiera ningun efecto sobre la expresién de los neuropéptidos
relacionados con la regulacion de la ingesta, y las proteinas y hormonas implicadas en las
rutas de activacion del eje hipotalamo-hipéfisis. Estos datos sugieren que los machos control
no serian tan sensibles como las hembras en la etapa previa al comienzo de la pubertad.

B.1) Efecto del sobrepeso

La sobrenutricion neonatal conllevé un incremento peripuberal en el peso y longitud
corporales, como se ha descrito anteriormente [47], acompafado por un aumento en la grasa
visceral perigonadal, del mismo modo que un aumento en la ingesta después del destete en
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los machos con sobrepeso en relacién con los controles, que no mostré cambios en el dia

peripuberal 35.

A los 45 minutos, la concentraciéon basal de leptina era mayor en los machos con
sobrepeso respecto a los animales control, lo cual se reflejaba en el hipotadlamo en una
respuesta distinta a la que se daba en los animales control. En los machos con sobrepeso se
produjo un incremento en la fosforilacion de JAK-2 y una disminucién en la fosforilacién de Akt
respecto a los niveles basales de los machos control. Los niveles basales en la fosforilacion
en la tirosina 705 de STAT3 no se detectaron con la técnica de Western blotting a causa de la
misma problematica resefnada anteriormente. A las 2 horas, donde la concentracion circulante
de leptina no mostraba cambios significativos respecto al anterior tiempo, pero se apreciaba
una clara tendencia a disminuir, si se detect6 la fosforilacion basal en la tirosina 705 de
STAT3 porque se pudo exponer mas tiempo las bandas de proteina, comprobando que los
niveles basales de los machos con sobrepeso no cambiaban respecto a los niveles basales
de los machos control.

A pesar del incremento en la fosforilacion de STATS3, la expresién basal de NPY no
presenté cambios en los machos con sobrepeso respecto a los controles, lo que explica que
en este momento no hubiera diferencias significativas en la ingesta. Tampoco hubo una
respuesta diferencial en la expresion de POMC y de las proteinas y hormonas relacionadas
con la activacion del eje hipotalamo-hipéfisis. Por lo tanto, ese aumento en la fosforilacion de
STAT3 podria estar relacionado con la modulacién de otros tipos celulares en el hipotalamo,
como se apuntd anteriormente que podria suceder en las hembras con sobrepeso [267, 357].

En los machos con sobrepeso, el incremento de leptina después del tratamiento indujo
una respuesta central diferencial respecto a los machos control, que sugiere que los machos
con sobrepeso serian mas sensibles al incremento agudo de leptina. A los 45 minutos, en el
hipotalamo de los animales con sobrepeso se produjo un incremento en la fosforilacion en la
tirosina 705 de STATS3 respecto al estado basal. A las 2 horas, sin cambios significativos en la
leptina circulante, se mantuvo la misma respuesta que en el tiempo anterior, y ademas
aumento la fosforilacién de JAK-2. A pesar de ello, no hubo cambios en el resto de proteinas
e inhibidores de la ruta de senalizacién por leptina, ni tampoco se produjo ningiin cambio en la
expresiéon de los neuropéptidos y factores relacionados con el eje reproductivo, lo cual no
quiere decir que en tiempos mas largos pueda ser asi, posibilidad que debera comprobarse
estudiando la respuesta a la administracion aguda de leptina en periodos de tiempo mas
dilatados.
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Asimismo, a las 2 horas del tratamiento con leptina, en los machos con sobrepeso la
concentracion circulante de LH era superior al estado basal y a la de los machos control con
el mismo tratamiento. Este dato sugiere que la leptina podria estar activando a las células de
la adenohipdfisis, donde se sabe que existen receptores para esta hormona [301]. Mediante
cultivos celulares de hipéfisis de ratas macho adultas, se ha comprobado que, efectivamente,
la administracién de leptina induce el incremento de la concentracion de la hormona
luteinizante [393]. La disminucién en la expresioén hipofisaria de LH, que también se observé
en este momento, podria deberse a la activacion de un mecanismo de retroalimentacion
negativa en respuesta a los elevados niveles circulantes de esta hormona, como sucede en
cultivos celulares de hipéfisis de ratas hembra adultas, en los que la administracion de leptina
a dosis elevadas disminuye la concentracién de esta gonadotropina [394.

3.2.2. Factor neurotrofico derivado del cerebro: posible papel en la obesidad y
en la pubertad a través de la leptina

Un mecanismo importante que se cree que podria estar implicado en el desarrollo de
la obesidad y en el comienzo de la pubertad, es el relacionado con los factores de crecimiento
de la familia de las neurotrofinas: el factor neurotréfico ciliar y, en especial, el BDNF. Se cree
que estas moléculas tienen la capacidad de modular la remodelacién sinaptica e influir en la
interaccién entre las neuronas sensibles a la leptina, en respuesta a determinados factores
genéticos y/o medioambientales [395, 396]. El factor neurotréfico ciliar tiene la capacidad de
inducir la pérdida de peso en ratones adultos obesos mediante el estimulo de la neurogénesis
hipotalamica. Cuando ésta se inhibe farmacolégicamente, se bloquean los efectos
anorexigénicos que a largo plazo posee este factor [395].

El BDNF es una neurotrofina con capacidad de promover la supervivencia neuronal, la
diferenciacion y la plasticidad sinaptica [396], y esta directamente implicada en el control de la
homeostasis energética por parte del sistema nervioso central [397, 398]. En los humanos, los
polimorfismos genéticos relacionados con BDNF estan asociados con el desarrollo de
obesidad [88, 399, 400]. Del mismo modo, los ratones con alteraciones en la expresién de
BDNF presentan hiperfagia y desarrollan obesidad [401, 402]. Los efectos que BDNF ejerce
en la regulacién de la ingesta y el peso corporal se atribuyen a la activacion que este factor
induce en el receptor TrkB [402, 403]. Existe una gran cantidad de neuronas que expresan
este receptor, sobre todo en los nucleos paraventricular y ventromedial del hipotalamo, y en el
complejo dorsal vagal del rombencéfalo, conformado por el area postrema, el nucleo del
tracto solitario y el nlicleo dorsal motor del nervio vago [397, 404, 405]. A pesar de la
expresion ubicua de BDNF, los diferentes estudios al respecto intentan identificar cuales son
las neuronas capaces de mediar el papel de la neurotrofina en la homeostasis energética,

128



Discusion

centrandose, sobre todo, en el hipotalamo y el nucleo del tracto solitario [404-406]. Estas
investigaciones sugieren que la senalizacién por BDNF a través del receptor TrkB puede
influir en la regulacién del balance energético al actuar éste como un inductor de rutas
potenciadoras de los efectos catabdlicos de la leptina. En relacion con ello, se ha comprobado
que las alteraciones en el balance energético que se dan en los animales obesos con
deficiencia en el receptor de leptina, pueden ser revertidas tras inyecciones periféricas
repetidas de BDNF o mediante la activacion del receptor TrkB [407, 408]. Esta neurotrofina,
ademas, se ha relacionado con la neurogénesis que se produce en determinadas zonas del
cerebro en la pubertad [409-411], y se ha comprobado que el incremento en la expresion de
las neuronas kisspeptina del hipocampo modula positivamente la expresion de BDNF [412],

aunque aun permanece por dilucidar si en el hipotalamo puede suceder lo mismo.

A) Hembras

En las hembras con sobrepeso, la expresiéon basal hipotalamica de BDNF era menor
gue la expresion basal en las hembras control, lo que sugiere que en estas ratas no se daria
un posible efecto potenciador de esta neurotrofina sobre la sefalizacién de la leptina a través
del receptor TrkB en condiciones basales.

Sin embargo, las hembras con sobrepeso mostraron un incremento en la expresién de
BDNF después de la administracién de leptina, que en el caso de las hembras control no fue
significativo. Este efecto de la hormona sobre BDNF podria estar relacionado con la
semejanza de las rutas de senalizacién intracelular a través del receptor de leptina y de TrkB,
aumentando la sensibilidad a la leptina. La presencia del complejo Shc-Grb2-Sos en la cara
interna del receptor, el cual esta implicado en la activacion de la ruta de ERK1/2, es comun en
ambos casos [181, 413]. Ademas, el receptor TrkB también es capaz de regular la cascada de
sefalizacién mediada por PI3K-Akt-mTOR [181, 413]. El trabajo de Liao y colaboradores [88]
también apunta en esta direccién, ya que demostraron que la inyeccién intraperitoneal de
leptina en ratones activaba la expresion de BDNF en el hipotdlamo, concretamente en los
nucleos dorsomedial y ventromedial. En ese trabajo, ademas, comprobaron que las regiones
3’ no traducidas del ARNm de la neurotrofina presente en las dendritas, y las cuales estan
relacionadas con la regulacion de la expresion génica, son esenciales para el mantenimiento

del equilibrio homeostatico y la respuesta a la leptina.

B) Machos

La expresion basal de BDNF en el hipotdlamo de los machos no presentd cambios
debidos al sobrepeso ni a la administracion de leptina. Este resultado es concordante con la
ausencia de efectos en la inducciéon de la expresién génica de los neuropéptidos implicados
en el control de la ingesta, asi como en los factores implicados en la pubertad. No obstante,
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en este momento puede ocurrir que la leptina si esté promoviendo la expresion de BDNF,
pero en otra zona del cerebro. Bariohay y colaboradores [404] observaron que tras la
administracién periférica de leptina en ratas macho adultas, el contenido proteico de BDNF
incrementaba en el complejo vagal dorsal pero no en el hipotdlamo. Asimismo, observaron
que en las ratas adultas que presentan hiperleptinemia, se produce un aumento de la
expresion de la neurotrofina en el complejo vagal dorsal pero, al igual que en el caso anterior,
este hecho no se produce en el hipotalamo [414].

Los resultados sexualmente dimoérficos en respuesta a la administracion aguda de
leptina en los periodos temporales estudiados en este trabajo, asi como los distintos valores
en machos y hembras peripuberales en las concentraciones circulantes de leptina después
del tratamiento con la hormona, los cuales eran similares en el estado basal de los dos grupos
(sobrepeso y control), pero después del tratamiento con leptina eran 9 y 2 veces superiores
en los machos, y alrededor de 130 y 36 veces superiores en las hembras respecto al estado
basal de las ratas control y con sobrepeso, respectivamente; sugieren que las hembras son
mas sensibles a esta hormona cerca de la entrada en pubertad, con una alteracién de la
respuesta central como resultado del sobrepeso, que probablemente influiria en un avance en
el comienzo de la pubertad, tal y como se ha demostrado en los estudios del Prof. Tena-
Sempere y colaboradores [353, 354].

4. Consideraciones finales

La pubertad es un proceso fisioldgico complejo que se inicia a causa de un incremento
en la pulsatilidad de las neuronas GnRH, con el subsiguiente aumento en la actividad del eje
hipotalamo-hipdfisis-gbnadas. El conocimiento sobre las sefales neurohormonales y los
mecanismos responsables de la induccion del incremento en la frecuencia pulsatil de estas
neuronas es incompleto. A pesar de ello, esta bien establecido que el balance y la interaccién
entre las senales metabdlicas y la fase de desarrollo son muy importantes para el control del
comienzo de la pubertad y la correcta maduracién sexual. La obesidad, cuyo desarrollo en
etapas infantojuveniles esta asociado con una mayor persistencia de la misma en la edad
adulta, se ha asociado con el adelanto en el comienzo de la pubertad, especialmente en
ninas. El posible papel que la leptina ejerceria en el adelanto de la pubertad en los individuos
obesos, y las rutas o0 mecanismos implicados en este proceso, son aun inciertos.
Consecuentemente, para tratar de comprender mejor el funcionamiento y el posible efecto
permisivo de la hormona en este proceso, se ha llevado a cabo en este trabajo una
caracterizacion exhaustiva del efecto que el sobrepeso ejerce sobre la sefalizacion basal por
leptina en el hipotalamo a lo largo del desarrollo, asi como de la accion que la leptina ejerce a
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corto plazo, tanto en la sefalizacién intracelular como en la expresion génica central de

machos y hembras pre- y peripuberales.

En relacion con el dimorfismo sexual en los resultados obtenidos surgen varias
preguntas de gran interés que deben de investigarse mas profusamente. Una de ellas tiene
que ver con la necesidad de seguir investigando el papel que la leptina ejerce en el comienzo
de la pubertad, desarrollando para ello, modelos experimentales en los que se analice el
papel de la hormona en periodos temporales en los que la entrada en pubertad sea inminente.
Otra pregunta importante, relacionada con la anterior, es clarificar la posible modulaciéon de
SOCSS3 en el hipotadlamo en respuesta a una determinada concentracion circulante de leptina,
asi como el papel que jugaria BDNF en la respuesta a la hormona anorexigénica, en relacion
directa con la regulacién del equilibrio homeostatico y el comienzo de la pubertad.

Los resultados de este trabajo, asi como los descubrimientos y avances realizados en
los ultimos afnos en relacion con la respuesta a la accion de la leptina en individuos con
sobrepeso que estan a punto de experimentar la entrada en una etapa del desarrollo tan
importante como la pubertad, demuestran que a la hora de investigar este proceso y el papel
gue desempenan ésta u otras hormonas, se deben de tener muy en cuenta las diferencias
sexuales, y enfocar el analisis de las rutas y mecanismos neurohormonales de una manera

independiente en cada uno de los sexos.
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Los niveles circulantes de leptina cambian substancialmente durante el desarrollo de
la rata en ambos sexos, implicando funciones heterogéneas en distintas etapas de la
vida.

La sobrenutricién neonatal y el consiguiente incremento de peso durante el desarrollo
de la rata afecta a la sefalizacién basal por leptina en el hipotdlamo de las hembras,
concretamente, en las etapas postnatal temprana y peripuberal, con afectacion de la
fosforilacion de STAT3. Por el contrario, este hecho no se ha podido demostrar en

machos.

Los cambios notables en los niveles de SOCS3, aln no bien interpretados, denotan,
no obstante, la necesidad de realizar estudios posteriores por su relacién prioritaria

con la regulacion de la senalizacion por leptina.

La sobrenutricion neonatal modifica la respuesta central a un aumento agudo de
leptina en las etapas prepuberal y peripuberal de las ratas. Mientras la respuesta en la
etapa prepuberal es semejante en ambos sexos, existe un marcado dimorfismo sexual

en la etapa peripuberal.

Las modificaciones en la respuesta central a un aumento agudo de leptina en la etapa
peripuberal de las hembras con sobrepeso estan relacionadas con la modulacién de
rutas hipotalamicas. En cambio, en los machos con sobrepeso esta respuesta central
no se ha podido demostrar.

La sobrenutricion neonatal modifica diferencialmente las distintas vias de senalizacion
intracelular de la leptina en ambos sexos, sugiriendo una funcién relevante del

sobrepeso en la modulacion de la respuesta a esta hormona.
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