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RESUMEN

El hipotalamo es el centro integrador de la sefiales sistémicas y centrales implicadas en el
control del balance energético. Las hormonas circulantes (e.g., leptina y ghrelina) acttan sobre
la sintesis, secrecion y reorganizacion sinaptica de las neuronas hipotaldmicas reguladoras del
control metabolico. Asimismo, los astrocitos son conocidos por participar en los procesos
neuroendocrinos mediante la remodelacion sinaptica y la produccion de factores en respuesta a
hormonas especificas que, a su vez, van a modular las respuestas neuronales locales. Sin
embargo, se desconoce si los astrocitos, a traves de cambios en su morfologia y/o la produccion
de factores gliales, participan en la modulacion de la conectividad sinaptica del hipotdlamo en
respuesta a una dieta rica en grasa o a sefiales metabolicas como la leptina o ghrelina.

El objetivo de esta tesis doctoral es determinar si los astrocitos del hipotalamo responden
a los cambios metabodlicos inducidos por una dieta rica en grasa o en respuesta a elevadas
concentraciones de leptina o ghrelina, modificando su actividad y morfologia, asi como, la
produccién de citoquinas, y de esta manera lograr modular la conectividad sinaptica en el
hipotadlamo. Ademas, identificamos si este efecto es directo o estd mediado por otros factores.

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57B1L6 y ratas Wistar macho en los que se
determind los efectos centrales y periféricos de la exposicion a una sobrenutricion materna, una
dieta rica en grasa o elevadas concentraciones de leptina o ghrelina sobre la activacion y
morfologia de los astrocitos, asi como su posible implicacién en la respuesta inflamatoria y los
cambios sinapticos en el hipotalamo. Para determinar si los astrocitos son capaces de responder
de manera directa a estas hormonas se emplearon cultivos primarios de astrocitos hipotalamicos
procedentes de ratas Wistar macho a los que se traté con leptina o ghrelina.

Los resultados obtenidos demuestran que la leptina, ghrelina o la exposicién a una dieta
rica en grasa durante el periodo pre- y postnatal induce cambios en la activacion y morfologia
de los astrocitos del hipotalamo. Ademas, muchos de estos cambios gliales estan asociados con
cambios sinapticos y de expresion de neuropéptidos en el hipotdlamo, siendo estos efectos
diferentes en funcion del tiempo de exposicion al factor. Asimismo, hemos determinado que la
leptina y la ghrelina ejercen un efecto directo sobre los astrocitos hipotalamicos participando en
la modulacion de sus niveles de proteinas estructurales como el GFAP y en la produccion de
citoquinas.

Por tanto, los astrocitos del hipotdlamo pueden desempefiar una funcion prioritaria y
relevante en el control metabolico, pudiendo ser utilizados como dianas de estudio para la
comprension de los mecanismos implicados en el desarrollo de patologias tales como la

obesidad y la resistencia central a hormonas metabdlicas.

PALABRAS CLAVE: hipotdlamo; astrocitos; dieta rica en grasa; ghrelina; leptina;

remodelacion sinptica.
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Abreviaturas

%: Porcentaje.

Kg: Microgramos.

ul: Microlitros.

pm: Micras.

3V: Tercer ventriculo.

ABC: Avidina-biotina peroxidada.

ACTH: Hormona adrenocorticotropina.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNC: Acido desoxirribonucleico
complementario.

AgRP: Proteina relacionada con agouti.
Akt: Proteina quinasa de serina/treonina.
AMPA: Receptor ionotrépico acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico.
AMPK: Proteina quinasa activada por 5"-
adenosin monofosfato.

ANOVA: Anélisis de la varianza.

APF: area perifornical del hipotalamo.
ApoE: Apolipoproteina E.

ARC: Nucleo arcuato del hipotalamo.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.
ATP: Adenosina trifosfato.

BDNF: Factor neurotréfico derivado del
cerebro.

BHE: Barrera hematoencefalica.

BSA: Albumina sérica bovina.

Ca?*/CaMK II: Calcio calmodulina quinasa.
Ca*": Calcio.

CART: Transcrito regulado por anfetamina y
cocaina.

CKK: Colecistoquinina.

cm?: Centimetros clbicos.

CNTF: Factor neurotrdfico ciliar.

CO,: Dioxido de carbono.

CRH: Hormona liberadora de corticotropina.
CT-1: Cardiotrofina-1.

DAB: Diaminobencidina.

DAG: Diacilglicerol.

db/db: Ratones deficientes del receptor de
leptina.

DEPEX: Medio de montaje para microscopia.
DMEM: Medio de Dulbecco modificado por
Eagle.

DMN: Nucleo dorsomedial del hipotalamo.
DPS: Densidad postsinaptica.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas.

EM: Eminencia media.

ERK: Proteina quinasa reguladora de la sefial
extracelular.

FBS: Suero fetal bovino.

g: gramos.

GA: Ghrelina acilada.

GABA: Acido gamma-aminobutirico.
GALP: Péptido similar a galanina.

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa.

G-CSF: Factor de estimulacion de granulocitos.
GDP: Proteina guanosina difosfato.

GFAP: Proteina acidica fibrilar de glia.
GFAP+: Inmunoreactividad para la proteina
acidica fibrilar de glia.

GFP: Proteina verde fluorescente.

GH: Hormona de crecimiento.

Ghrelina™: Ratones deficientes de ghrelina.
GHRH: Hormona hipotalamica liberadora de la
hormona de crecimiento.

GHRP-6: Péptido secretagogo de la hormona
de crecimiento -6.

GHS-R: Receptor de secretagogos de la
hormona de crecimiento.

GLP-1: Péptido del tipo glucagon 1.

GOAT: Enzima ghrelina O-aciltransferasa.
gp130: Glicoproteina 130.

GT: Ghrelina total.

GTP: Proteina guanosina trifosfato.

H,0,: Perdxido de hidrogeno.
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HCI: Acido clorhidrico.

HRP: Perdxido de rabano.

I: Yodo.

icv: Intracerebroventricular.

IF: Inmunofluorescencia.

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la
insulina-1.

19G: Anti-inmunoglobulina G.

IH: Inmunohistoquimica.

IL1B: Interleuquina 1p.

IL6: Interleuquina 6.

IMC: indice de masa corporal.

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible.
ip: Intraperitoneal.

IP3: Inositol 1,4,5-trifosfato.

IRS: Proteina del substrato del receptor de
insulina.

JAK-2: Janus quinasa 2.

K*: Potasio.

Kcal: Kilocalorias.

kDa: Kilodalton.

kg: Kilogramos.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

LHA: Area hipotalamica lateral.

LIF: Factor inhibitorio de la leucemia.
LPS: Lipopolisacaridos.

M: Molar.

m?: Metros cuadrados.

mA: Miliamperios.

MAGUK: Proteina de la gualinato-quinasa
asociada a membrana.

MAPK: Proteina quinasa activada por
mitdgenos.

MCH: Hormona liberadora de melanina.
MCR: Receptor de melanocortina.

ME: Microscopio electronico.

mGIuR: Receptor metabotropico.

ml: Mililitros.

mm: Milimetros.

mm?: Milimetros cuadrados.

MSH: Hormona estimuladora de melanocitos.
NaCl: Cloruro sédico.

ng: Nanogramos.

NG2: Proteoglicano de condroitin-sulfato.
NGS: Suero de cabra.

nm: Nanometros.

nM: Nanomolar.

NMDA: Receptor ionotrépico N-metil-D-
aspartato.

NOS: Oxido nitrico sintasa.

NPY': Neuropéptido Y.

NTS: Nucleo del tracto solitario.

ob/ob: Ratones deficientes de leptina.

Ob-R: Receptor de leptina.

°C: Grados centigrados.

OCT: Compuesto para el corte a temperatura
Optima.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OSM: Oncostatina- M.

OX: Orexina.

p100: Placas de 100x20 milimetros.

p60: Placas de 60x15 milimetros.

PACAP: Polipéptido activador de la adenilato
ciclasa de la pituitaria.

PB: Tampon fosfato 0,1 Molar pH 7,4.

PBS: Tampon fosfato salino 0,1 Molar pH 7,4.
PC1: Prohormona convertasa 1.

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion
celular.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
PFA: Paraformaldehido.

pg: Picogramos.

PGKZ1: Fosfoglicerato quinasa 1.

pH: Potencial de hidrogeno.

PI3K: Proteina fosfatidilinositol 3 quinasa.
PIP,: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato.
PI-PLC: Fosfolipasa C de fosfatidilinositol.
PKA: Protein-quinasa A.

PKC: Protein-quinasa C.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
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PND: Dia postnatal.

POMC: Pro-opiomelanocortina.

PP: Polipéptido pancreatico.

PPARa.: Receptor a activador de la proliferacion de peroxisomas.
PRL: Prolactina.

PSD95: Proteina de densidad postsinaptica 95.

PTP-1B: Proteina fosfatasa 1B.

PVDF: difluoruro de polivinilo.

PVN: Nucleo paraventricular del hipotalamo.

PYY: Péptido tirosina-tirosina.

RIA: Radioinmunoensayo.

rpm: revoluciones por minuto.

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa a tiempo real.
SCM: Sistema central de melanocortina.

SDS: Dodecil sulfato sédico.

SEM: Error estandar de la media.

SNAP25: Proteina sinaptosomal asociada a 25.

SNARE: Receptor soluble de anclaje del factor sensible a N-etilmaleimida.
SNC: Sistema nervioso central.

SOCS-3: Proteina supresora de la sefializacion de las citoquinas de tipo 3.
SST: Somatostatina

STAT: Transductor de sefial y activador de la transcripcion.
TNF-o: Factor de necrosis tumoral o.

TRH: Hormona liberadora de tirotropina.

Tris: Tris-(hidroximetil)-amino metano.

Tyr: Tirosina.

VAMP: Proteina de membrana asociada a la vesicula.

VMN: Ndcleo ventromedial del hipotalamo.

VTA: Nucleo segmental ventral.

WB: Western blot.

X: Indice de ampliacion del objetivo del microscopio.

Y: Receptor de neuropéptido .
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GRUPOS EXPERIMENTALES

ND: Madres de raton alimentadas con una dieta
normal.
HF: Madres de ratén alimentadas con una dieta

rica en grasa.

NDm: Ratones procedentes de madres
alimentadas con una dieta normal.
HFm: Ratones procedentes de madres

alimentadas con una dieta rica en grasa.
nd: Ratones alimentados con una dieta normal

durante la etapa adulta.
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hf: Ratones alimentados con una dieta rica en
grasa durante la etapa adulta.

C o Ct: Grupo control.

Lep o L: Grupo leptina.

G: Grupo ghrelina.

G pair fed: Grupo ghrelina al que se le permitid
comer diariamente, como maximo, la

cantidad de pienso que consumia el grupo
control.

DG o D-ghrelina: Grupo ghrelina desacilada.



INDICE




indice

l. INTRODUCCION

LoLaObesidad | e 1
1.1. El papel de la nutricion materna en la obesidad, 2
1.2. El papel de la respuestainmune enlaobesidad, . ..., 3
2. HOMeOStaSIS ENEITELICA . . .............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesec s s aes s ses s ses s s s sensanesenens 4
2.1. Mediadores centrales y periféricos reguladores de laingesta_ ... .. 4
2.2. Sistemas centrales y periféricos implicados en el control de laingesta,____.._....... ... . 5
2.3 EVNIPOTAIAMIO || oot es s sneas 6
2.3.1. El ndcleo arcuato del hipotalamo 6
2.3.2. El Sistema central de Melanocortina 8
2.3.3. Acciones de la leptina y la ghrelina en el hipotalamo___ 9
3. Laleptinay la ghrelina: hormonas periféricas moduladoras del balance energético
3.1. Laleptina_____ 11
e Losreceptores de la leptinga 12
e Principales vias de sefializacion de la leptina 13
3.1.1. El papel de laleptinaeneldesarrollo 15
3.1.2. El papel de la leptina en la regulacion del balance energético._ . 15
3.1.3. El papel de laleptinaen laobesidad_____ 16
B2 LA gnreling 17
e Losreceptoresde la ghrelina 18
e Las vias de sefializacion de la ghrelina 19
3.2.1. El papel de la ghrelina en la regulacion del balance energético___ 20
3.2.2. El papel de laghrelinaen laobesidad. 21
4. La conectividad en el Sistema Nervioso Central: sinapsis guimica_ ... 22
4.1. Proteinas de la neurona presinaptica, .__._.............oooomeoeeeommeseeeeeseeseeseesnesnees 23
4.2. Proteinas de la neurona postsiNAPtiCa___._............cccooooeeomeeeeeceeeeeeeeseeeseeeesseesaeees 24
4.3. Laplasticidad SINAPLICA, _._..............coooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeesseesee s s e see s sessnesaeees 26
4.3.1. La plasticidad sinaptica en el control metabolico______ . 26
4.3.2. Implicacion de la leptina en la plasticidad sinéptica________ . .. 26
4.3.3. Implicacion de la ghrelina en la plasticidad sinaptica__________ 26
5. Los astrocitos: células gliales indispensables en el Sistema Nervioso Central | 27
5.1. Sinapsis tripartita: la comunicacion entre astrocitos y neuronas .. 28
5.2. Lamorfologia de l0s astrocitos 29
5.3. Los astrocitos y el control metabélico.. ... ..~ 30
1. HIPOTESIS 33



indice

IV. MATERIALES Y METODOS

1 MATERIALES 35
1.1. Reactivos____ 35
1.2. ANtiCUerposS, 35
1.3, S0NAAS TE OXP S O 36
2. MODELOS DE EXPERIMENTACION INVIVO 37
2.1. Dietarica en grasa prenatal y postnatal . 37
2.1.1. Disefio experimental 37

2.1.2. Genotipado de los ratones transgenicos._____ . 39

2.1.3. Control del peso y las glucemias durante el estudio 39

2.1.4. Sacrificio y coleccion de muestras 39

2.1.5. Extraccion sérica para la determinacion hormonal . 40

2.2. Tratamiento intracerebroventricular (icv) con hormonasenratas___............... 40
2.2.1. Implantacién de canulas icv asociadas a minibombas osmoéticas_ 41
2.2.1.1. Disefio Experimental: Modelo de infusién crénica icv de hormonas 41

2.2.2. Implantacién de canulas icv 42
2.2.2.1. Disefio Experimental: Modelo de infusién aguda icv de hormonas 42

2.2.3. Control del peso, ingesta y niveles de glucosaensangre 43

2.2.4. Sacrificio y colecciOn de muestras 44

2.2.5. Extraccion sérica para la determinacion hormonal 44

3. MODELO DE EXPERIMENTACION INVITRO ..o 44
3.1. Disefio Experimental: Cultivos primarios de astrocitos hipotalamicos_ ... . 44
3.1.1. Procesamiento de las mMuestras. 46

4. PROTOCOLOS GENERALES 46

4.1. Radioinmunoensayo (RIA) para la determinacion de la ghrelina total y acilada 46

4.2. Ensayo para la inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la determinacion de

INSUNINAY TEPUING | oot ns e e sneann s 47
4.3. Obtencion de las secciones de Cerebro.____............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 47
I N O ¢ [0 = (o 47
4.3 2. VIDratOMO 48
4.4. Inmunohistoquimica para GFAP o vimentina en el hipotdlamo .~ 48
4.4.1. Andlisis cuantitativo y morfologico de las células de GFAPenel ARC . 49
4.4.2. Andlisis de inmunoreactividad para vimentinaenel ARC 50
4.5. Inmunohistoquimica para GFP en el hipotdlamo .. . 50

4.5.1. Andlisis del perimetro y la cobertura glial de las células de NPY o POMC en el

-b-



indice

4.6.1. Cuantificacién del nimero de contactos de AgRP en la membrana de las células de

POMC en el ARC 52

4.7. Obtencion de la fraccion proteica total 52
% O =Y o (o 52

4.7.2. Cultivos celulares 52

A 8. SN DIO NG i 53
4.9. EXtraccion y purificaCion Al ARN o4
L0, R P C R i 54
4.11. Estadistica o4

V. RESULTADOS
1. Respuesta a una dieta rica en grasa durante la etapa pre- y/o postnatal en ratones

macho
1.1. Efecto de la dieta materna y del cambio de dieta en la etapa adulta en el peso, la
glucemiay los niveles circulantes de las hormonas metabdlicas 56

1.2. Efecto de la dieta materna y del cambio de dieta en la etapa adulta en las neuronas del

IPOTAIAMIO .ottt ses e e ne e s e sne s 58
1.2.1. Niveles de expresion génica de los neuropéptidos hipotalamicos 58
1.2.2. Tamafio de las neuronas de NPYy POMCenel ARC . 60
1.2.3. Namero de contactos de AgRP en las neuronas de POMCenel ARC__ 61
1.3. Efecto de la dieta materna y del cambio de dieta en la etapa adulta en los astrocitos del
hipotdlamo . 62
1.3.1. Niveles de expresion del mensajero de GFAP o 62
1.3.2. Nimero y morfologia de las células de GFAPenel ARC .. 63
1.3.3. Cobertura glial alrededor de las célulasde NPYenel ARC | 65
1.3.4. Cobertura glial alrededor de las células de POMCenelARC 66

2. Efecto del tratamiento crénico icv con leptina en ratas macho adultas

2.1. Efecto cronico de la leptina en el peso, glucemia y niveles circulantes de insulina,

leptinay gNIeliNa oot 68
2.2. Efecto cronico de la leptina en el hipotalamo ..., 69
2.2.1. Niveles proteicos de STAT3, GFAP, vimentina, PCNA, g-actinaelIL-6 69
2.2.2. Ndmero y morfologia de las células GFAP+enel ARC . 70
2.2.3. Numero de fibras inmunoreactivas para vimentinaenel ARC_____ . 71

2.2.4. Niveles proteicos de sinapsina, sinaptotagmina, sintaxina, SNAP-25y PSD-95 _ 72

3. Efecto del tratamiento agudo icv con ghrelina en ratas macho adultas

3.1. Efecto agudo de la ghrelina en la ingesta, peso, glucemia y niveles circulantes de

hormonas 73



indice

3.2. Efecto agudo de la ghrelinaen el hipotalamo___ ... 74
3.2.1. Niveles proteicos de IL-6, GFAP, vimentina, PCNAy g-actina________ 74
3.2.2. Namero y morfologia de las células GFAP+enel ARC . 75
3.2.3. Cuantificacion de la inmunoreactividad para vimentinaenel ARC 7

3.2.4. Niveles proteicos de sinapsina, sinaptofisina, sinaptotagmina, sintaxina, SNAP-25
y PSD-95 77

4. Efecto del tratamiento crénico icv con ghrelina en ratas macho adultas

4.1. Efecto cronico de la ghrelina en la ingesta, peso, glucemia y niveles circulantes de

NOIMONGS oottt s e sne s s sane e s 78

4.2. Efecto cronico de la ghrelinaen el hipotalamo______._.............eceeeeeennee 80
4.2.1. Niveles del mensajero de NPY, AgRP, POMC, CART, GFAPy GHS-Rla 80
4.2.2. Niveles del mensajero de los mediadores inflamatorios TNFe, IL-15e IL-6 81
4.2.3. Niveles proteicos de GFAP, vimentina, PCNAy p-actina_______ 82
4.2.4. NOmero y morfologia de las células GFAP+enel ARC . 83
4.2.5. Niveles de las proteinas implicadas en la conectividad sinaptica__________ . 84

5. Efecto de la leptina v la ghrelina en los cultivos primarios de astrocitos hipotaldmicos

5.1. Efecto in vitro de la leptina en los astrocitos______ | 85
5.1.1. Niveles de expresion del mensajero de GFAP y del receptor ObR-1b_ 85
5.1.2. Niveles de expresion del mensajero de TNFe, IL-18eIL-6_ . 86
5.1.3. Niveles proteicos de STAT-3, GFAP, vimentina, PCNAy g-actina____ 86
5.2. Efecto in vitro de la ghrelina en los astrocitos____~~ 87
5.2.1. Niveles de expresién del mensajero de GFAP y del receptor GHS-R1la 87
5.2.2. Niveles de expresion del mensajero de TNFea, IL-18eIL-6 88
5.2.3. Niveles proteicos de GFAP, vimentina, PCNAy f-actina_____ 88
VI.DISCUSION 90
VII.CONCLUSIONES . 125
VIIl. BIBLIOGRAFIA 126



I. INTRODUCCION




Introduccién

1. La Obesidad

En la actualidad la obesidad se ha convertido en uno de los problemas maés
importantes para la salud pablica mundial, que afecta tanto a nifios como a adultos,
incrementandose en mas de un 75% en todo el mundo desde 1980, seglin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2003). En Estados Unidos mas del 30% de los
adultos son considerados clinicamente obesos (Flegal y cols., 2010). Del mismo modo, la
prevalencia de obesidad en los paises europeos, como Espafia, esta aumentando de
forma alarmante estas ultimas décadas. Actualmente el 35% de la poblacién espariola
presenta sobrepeso y mas del 13% son considerados obesos (OMS, 2010).

La OMS define la obesidad como una acumulacion anormal y excesiva de grasa
que puede ser perjudicial para la salud y se manifiesta por un exceso de peso y volumen
corporales (Grupo de trabajo de la Guia de Préactica Clinica sobre la Prevencion y el Tratamiento
de la Obesidad Infantojuvenil, 2009). Se considera que un sujeto tiene sobrepeso cuando su
indice de masa corporal (IMC; kg de peso/m? de altura) esta entre 25-29 mientras que,
en un sujeto obeso, es igual o superior a 30. ElI IMC de un individuo va a depender de
factores como la edad, el sexo, la raza, el origen étnico, la carga genética, el
metabolismo, el ambiente, la dieta y el estilo de vida (Seidell y Deerenberg, 1994; Gallagher
y cols., 1996; Flegal y Graubard, 2009).

En la actualidad, la obesidad se considera un importante problema de salud, no
solo debido al aumento de su incidencia en la poblacion infantil y juvenil sino ademas,
al alto gasto econdmico que supone, entre otras razones, por su asociacion a otras
enfermedades. La obesidad supone un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades crénicas como la diabetes tipo 2, la resistencia a la insulina, la
hipertension, las dislipidemias, las enfermedades cardiovasculares y pulmonares, la
artrosis y la infertilidad entre otras (Chan y cols., 1994; Crowley, 2008).

En la etiologia de la obesidad encontramos dos factores importantes que a su vez
interactuan entre ellos:
1) factores genéticos: se conocen alteraciones en al menos 20 genes, que cosegregan
con el fenotipo de obesidad (Argente, 2011; Stein y cols., 2011).
2) factores ambientales: criticos durante el desarrollo pre- y/o postnatal del
individuo, asi como en el adulto.
Por tanto, el desarrollo de obesidad en un individuo dependera de su predisposicion

genética y de las condiciones ambientales obesdgenas a las que esta expuesto como
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son, el consumo de una dieta rica en grasa y la falta de ejercicio (Mendieta-Zerén y cols.,

2008).

1.1. El papel de la nutricion materna en la obesidad

En etapas tempranas del desarrollo, como son el periodo prenatal y neonatal, el
individuo es més susceptible a sufrir cambios permanentes en los sistemas implicados
en regular el balance energético en respuesta a alteraciones nutricionales (Heijmans y
cols., 2008; Lillycrop y cols., 2008; Tobi y cols., 2009). Esta susceptibilidad se debe a que,
durante este periodo, tiene lugar el desarrollo y la maduracion de los sistemas
periféricos y centrales implicados en la regulacién de la homeostasis energética
(Mendieta-Zerén y cols., 2008). De este modo, cualquier alteracion metabdlica podria
causar cambios irreversibles en el sujeto que podrian tener consecuencias en el adulto
(Lucas, 1994). De hecho, se considera que la predisposicion a desarrollar alteraciones
metabdlicas como la obesidad, la diabetes tipo 2, la hipertension y/o la ateroesclerosis

en la etapa adulta, podrian “programarse” en el Gtero materno (Barker y cols., 1993;
Barker, 1998; Patel y cols., 2000; Hales y Barker, 2001; Cameron y Demerath, 2002; Adair y Cole,
2003; Holemans y cols., 2003; Beall y cols., 2004; Levin, 2006; Ladyman y cols., 2010). Se ha

observado que los cambios metabolicos que se producen en las primeras semanas de
desarrollo del individuo, principalmente determinados por el estado nutricional de la
madre (Hales y Barker, 2001), inducen cambios permanentes en la composicién corporal,
el tamafio y el nimero de adipocitos (Catalano y cols., 1992; Hammami y cols., 2001), asi
como, en la estructuracion y funcionalidad de los circuitos centrales y periféricos

reguladores de la ingesta (Plagemann y cols., 1999; Hales y Barker, 2001; Elmquist y Flier,
2004; Cripps Yy cols., 2005; McMillen y Robinson, 2005; Muhlh&usler y cols., 2005; Plagemann,
2006; Férézou-Viala y cols., 2007). Asimismo, diversos estudios han demostrado que la

obesidad materna inducida por dieta o por diabetes gestacional esta relacionada con la
aparicion de hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hiperfagia y un aumento en la
adiposidad en la descendencia (Aalinkeel y cols., 2001; Catalano y cols., 2003a; Catalano y cols.,
2003b; Oken y Gillman, 2003; Harvey y cols., 2007; Samuelsson y cols., 2008; Nivoit y cols., 2009).
La importancia de la nutricion materna se debe a que la glucosa, la leptina y el
cortisol de la madre, entre otras sefiales, atraviesan la placenta influyendo en el
desarrollo y metabolismo del feto. Ademas, aunque la insulina no es capaz de atravesar
la placenta, la glucosa procedente de la madre actia sobre el pancreas del feto

estimulando la secrecion de insulina y actuando como factor de crecimiento (Freinkel,
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1980). Igualmente, se ha demostrado que la leptina puede pasar de la madre al hijo, a
través de la leche, durante el periodo de lactancia (Teixeira y cols., 2002). Se sabe que
durante el periodo postnatal una mayor o menor exposicion a la leptina podria
determinar cambios estructurales y funcionales irreversibles en los circuitos
hipotaldmicos implicados en la regulacion de la homeostasis energética (Bouret y cols.,

2004b; Pinto y cols., 2004).

1.2. El papel de la respuesta inmune en la obesidad

La obesidad esta asociada con el desarrollo de un estado inflamatorio sistémico
(Moreno y cols., 2002) y central (de Souza y cols., 2008) del individuo. Esto se debe a que el
tejido adiposo, que se encuentra aumentado en los individuos obesos, ademéas de
almacenar energia, actia como un érgano endocrino capaz de secretar al torrente
sanguineo sustancias bioactivas (citoquinas) que van a participar tanto en el control de
la masa corporal como en la respuesta inflamatoria (Gregoire y cols., 1998).

Durante el desarrollo de la obesidad el tejido adiposo sufre modificaciones
(hipertrofia, proliferacion celular) que estan asociadas con un aumento de la liberacion
de citoquinas proinflamatorias, como es el factor de necrosis tumoral o (TNFa) vy las
interleuquinas (IL) -1B y -6 (Kim y cols., 2008), que afectan a la funcionalidad de los
tejidos centrales y periféricos (Ouchi y cols., 2003; Berg y Scherer, 2005). Estas citoquinas, a
diferencia de los linfocitos B y T, pueden atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)
actuando en el Sistema Nervioso Central (SNC) en respuesta a estimulos inflamatorios
tanto sistémicos como locales (Laflamme y Rivest, 2001), asi como, a consecuencia de la
ganancia excesiva de grasa (Wisse y Schwartz, 2009).

Diversos estudios han demostrado que TNFa, IL-1B e IL-6 actian como
mediadores comunes entre los sistemas neuroendocrino e inmune y estan involucrados
en la activacion de los circuitos neuronales que modulan la inflamacion, a través del eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal (Turnbull y Rivier, 1999; Haddad y cols., 2002), y controlan
la ingesta (Wisse, 2004), el suefio (Opp, 2005) y la termorregulacion (Leon, 2002).

Estudios en roedores demuestran que la exposicién a una dieta rica en grasa
induce una inflamacion hipotalamica permanente mediada por un incremento en la
expresion de los genes de TNFa, IL-1 e IL-6 en el hipotdlamo (Souza y cols., 2005) que
contribuyen a la aparicion de alteraciones metabdlicas como la obesidad, la resistencia a

la insulina, la hipertension y las dislipidemias (Ouchi y cols., 2011). Sin embargo, no solo
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el exceso de nutrientes induce una respuesta inflamatoria central, sino también la
secrecion de citoquinas en respuesta a lesiones o agresiones que pueden afectar a la
regulacion del peso (McDermott y cols., 2006).

2. La homeostasis energética

La homeostasis energética es un proceso fisiolégico complejo que mantiene el
equilibrio entre el aporte y gasto de energia (Broberger, 2005; Adan, 2006; Nogueiras y cols.,
2007) y esta estrictamente controlado y regulado por el SNC, que actGa como centro
integrador de las sefiales enddcrinas, metabolicas y neurales procedentes de los sistemas

enddcrino, nervioso y gastrointestinal (Nogueiras y cols., 2007; Valassi y cols., 2008).

2.1. Mediadores centrales y periféricos reguladores de la ingesta

En humanos y roedores los mediadores centrales (neurotransmisores, péptidos,
neurohormonas y neuroesteroides) y periféricos (péptidos, citoquinas y hormonas
gastrointestinales) que acttan regulando la ingesta en el SNC son (Tritos y cols., 2003):
1) Las sefiales saciantes como la insulina (Schwartz y cols., 1992) la glucosa (Niijima, 1983)
y los &cidos grasos, lipoproteinas y cetonas (Langhans y cols., 1985; Fisler y cols., 1989; Fisler
y cols., 1995).
2) Los péptidos sintetizados por el sistema digestivo, tales como, el péptido tirosina-
tirosina (PYY), la oxintomodulina, el polipéptido pancreatico (PP), el péptido del tipo
glucagon 1 (GLP-1) y la colecistoquinina (CCK), que son inhibidores del apetito, y la
ghrelina, un péptido estimulador de la ingesta (Tritos y cols., 2003; Morton y cols., 2004;
Crespo y cols., 2009).
3) Las adipoquinas, péptidos activos endocrinos, sintetizados principalmente por el
tejido adiposo como son la leptina, la adiponectina, la resistina y la IL-6, entre otros
(Kershaw y Flier, 2004; Fain, 2006; lannone y Lapadula, 2010).
4) Los neuropéptidos sintetizados en el SNC como son los productos derivados de la
pro-opiomelanocortina (POMC), el transcrito regulado por anfetamina y cocaina
(CART), el neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con agouti (AgRP) en el
nucleo arcuato del hipotdlamo (ARC); el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de
la pituitaria (PACAP) en el nacleo ventromedial del hipotdlamo (VMN); la hormona
liberadora de tirotropina (TRH), la hormona liberadora de corticotropina (CRH), el
péptido similar a galanina (GALP) y la oxitocina principalmente en el ndcleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN); y la hormona liberadora de melanina (MCH) y la
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orexina (OX)-A en el area hipotalamica lateral (LHA) y perifornical (APF) (Elias y cols.,
1999; Beck, 2000; Korner y cols., 2001; Williams y cols., 2004; Horvath, 2005; Segal y cols., 2005;
Crowley, 2008; Valassi y cols., 2008; Hoffler y cols., 2009).

5) Los neurotransmisores monoaminérgicos que tienen efectos anorexigénicos como
la serotonina u orexigénicos como la dopamina y la noradrenalina (Valassi y cols., 2008).

6) Y, finalmente, otros neuropéptidos y receptores implicados en la regulacion de la
ingesta incluyendo el sistema de endocannabinoides, la neuromedina U, el factor
neurotrofico ciliar (CNTF), la urocortina, el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF)-1 y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Clemmons y Underwood,
1991; Smagin y cols., 1998; Cota y cols., 2003; Xu y cols., 2003; Hanada y cols., 2004).

2.2. Sistemas centrales y periféricos implicados en el control de la ingesta

Durante la ingesta las sefiales hormonales y neurales liberadas por los distintos
organos periféricos alcanzan el hipotalamo a través del torrente sanguineo (e.g., leptina,
insulina, ghrelina) o a través del nucleo del tracto solitario (NTS) mediante las fibras
aferentes que inervan el tracto gastrointestinal (e.g., CKK, GLP-1, PYY) (Schwartz y
cols., 2000; Broberger, 2005; Hillebrand y Geary, 2010). De esta manera, en el hipotdlamo se
integran las sefiales periféricas con las sefiales procedentes de areas suprahipotalamicas
y de otros nucleos hipotalamicos, creando asi una red compleja de circuitos neuronales
que elaboraran una respuesta integrada encargada de controlar la ingesta y el gasto
energético (Woods y cols., 1998; Valassi y cols., 2008) (Figura 1).
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CKK: colecistoquinina; GLP-1: péptido del tipo glucagdn 1; PYY: péptido tirosina-tirosina; ARC: nicleo
arcuato del hipotadlamo; LHA: area hipotaldmica lateral; PVN: nicleo paraventricular; APF: area

perifornical. NTS: ndcleo del tracto solitario.

2.3. El hipotalamo: region clave en el control metabolico

Las poblaciones neuronales hipotalamicas méas relevantes en el control de la
ingesta se encuentran localizadas en el ARC, pero también estan implicadas otras areas
hipotaldmicas como el PVN, el LHA y el NTS (Schwartz y cols., 2000).
2.3.1. El nacleo arcuato del hipotalamo

El ARC es el centro de recepcion de los péptidos circulantes y de las sefiales
neurales (Adan, 2006) debido a su localizacion privilegiada proxima a la eminencia media
(EM) y al tercer ventriculo (3V), que le permite tener acceso tanto a los factores
neuroendocrinos, producidos por el hipotdlamo, como a los factores circulantes de la

sangre y del liquido cefalorraquideo (LCR) (Cone, 2005).

e Entre las principales poblaciones neuronales localizadas en el ARC encontramos:
A. Las neuronas de POMC y CART (POMC/CART) que tienen acciones

anorexigénicas y se localizan a lo largo de la regién rostrocaudal y periventricular del

ARC (Watson y cols., 1978; Nilaver y cols., 1979). Estas neuronas proyectan sus axones a
unas neuronas que se localizan en el LHA y PVN (Crowley, 2008). En el LHA establecen
conexiones con neuronas que expresan la hormona estimuladora de melanocitos (MSH)
y orexinas A 'y B, y en el PVN con neuronas que expresan TRH, CRH y oxitocina
(Crowley, 2008). Se ha demostrado que la TRH y la CRH actdan aumentado el gasto
energético y disminuyendo la ingesta a través del eje tiroideo y del sistema nervioso
simpatico (Crowley, 2008).

El gen de POMC gracias a la accién de la prohormona convertasa 1 (PC1),
produce multiples péptidos en funcion del tejido en el que se exprese (Bertagna, 1994)
como son la MSH (a, B, y), la p-endorfina (Crowley, 2008) y la hormona
adrenocorticotropina (ACTH) (Cone, 2005). En el sistema periférico este gen se expresa
principalmente en la hipofisis, la piel y el foliculo piloso (Cone, 2005), mientras que en el
SNC, la expresion de POMC en el ARC se activa durante la ingesta y se inhibe en
condiciones de ayuno (Cheung y cols., 1997; Schwartz y cols., 1997). En ratones la falta de

funcionalidad de los péptidos derivados de POMC induce obesidad (Yaswen y cols., 1999).
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Por otro lado, CART es otro de los péptidos que tiene efectos saciantes tanto en el
sistema central como en el periférico. En roedores el 90 % de CART se coexpresa en las
neuronas de POMC localizadas principalmente en el ARC (Valassi y cols., 2008). En
humanos esta descrito que mutaciones en el gen que codifica a CART estan asociadas
con una reduccion en el metabolismo energeético y el desarrollo de una obesidad severa
(Yanik y cols., 2006). Sin embargo, CART no so6lo estd implicado en el control de la
ingesta, sino también en otros aspectos fisioldgicos como la regulacién del consumo de

drogas psicoestimulantes como la cocaina y la anfetamina (Jaworski y cols., 2003).

B. Las neuronas de NPY y AgRP (NPY/AgRP) que tienen acciones orexigénicas y se

localizan en la zona ventromedial del ARC (Crowley, 2008). Estas neuronas establecen
contactos sinapticos entre si, ademas de proyectar sus axones e interaccionar con
neuronas hipotaldmicas localizadas en el LHA, el PVN (Elmquist, 1998; Schwartz y cols.,
2000), el APF, el VMN, el nucleo dorsomedial del hipotdlamo (DMN) y en otras areas
del SNC, como el NTS (Valassi y cols., 2008).

La ablacion postnatal de las neuronas de NPY/AgRP induce una pérdida de peso
dramaética que culmina con la muerte del animal (Bewick y cols., 2005; Luquet y cols., 2005).
Sin embargo, se ha observado que en ratones deficientes de NPY y/o AgRP, la delecion
de estos genes, no induce un fenotipo delgado como era de esperar (Qian y cols., 2002).

En el ARC, NPY es sintetizado por neuronas que liberan &cido gamma-
aminobutirico (GABA) (Valassi y cols., 2008). Este péptido es capaz de inhibir la
termogénesis, incrementar la ingesta y promover la adipogénesis (Williams y cols., 2004).
Se han aislado seis receptores de NPY, dos de los cuales (Y1 y Y5) median los efectos
anabdlicos de este péptido. Asimismo, se ha determinado que los antagonistas de Y1y
Y5 actian como agentes contra la obesidad (Valassi y cols., 2008), pero el bloqueo de la
actividad de NPY tiene efectos negativos, tales como la aparicion de hipertension
arterial, alteracion en la secrecion hipofisaria e hipoglucemia (Parker y cols., 2002).

Por otro lado, AgRP se sintetiza en situaciones de ayuno y es un potente regulador
del Sistema Central de Melanocortina (SCM). En roedores, AgRP se coexpresa en el 90
% de las neuronas de NPY en el ARC (Schwartz y cols., 2000; Luo y cols., 2011). En
humanos, una expresion elevada de AgRP en el hipotdlamo esta relacionada con la
aparicion de obesidad (Katsuki y cols., 2001).
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Ademas, estas dos poblaciones neuronales POMC/CART y NPY/AgRP
establecen una inervacion asimétrica entre si (Figura 2) (Roseberry y cols.,, 2004). Las
neuronas de POMC/CART reciben conexiones procedentes de las neuronas de
NPY/AgRP, sin embargo esto no sucede a la inversa (Cone y cols., 2001). Las neuronas de
POMC/CART estan inervadas por terminales NPYérgicas Y, a traves de sus receptores
de membrana para NPY, se inhibe su actividad neuronal (Csiffary y cols., 1990; Broberger y
cols., 1997; Roseberry y cols., 2004).

Asimismo, ambas poblaciones neuronales presentan en su membrana receptores de
melanocortina (MCR) que van a participar en la regulacion de la actividad del SCM

(Cowley y cols., 2001).

N1 mcra
00 obr
A GHSR
O v1yy2

-

NPY/AgRP POMC/CART

Figura 2. Inervacién asimétrica entre las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART en el nucleo
arcuato del hipotadlamo. Las neuronas de NPY/AgRP son capaces de conectar a través de sus haces
terminales con el soma celular de las neuronas de POMC/CART. Ambos tipos neuronales expresan
receptores de membrana para distintas hormonas y neuropéptidos implicados en regular la actividad del
Sistema Central de Melanocortina. ARC: nlcleo arcuato del hipotalamo; PVN: nicelo paraventricular del
hiptdlamo; NPY: Neuropéptido Y; POMC: Pro-opiomelanocortina: AgRP: proteina relacionada con
agouti; CART: transcrito regulado por anfetamina y cocaina; ObR: receptor de leptina; GHSR: receptor
de secretagogos de la hormona de crecimiento (receptor de ghrelina); MCR4: receptor de melanocortina
tipo 4; Y1y Y2: receptores de NPY tipo 1y 2.

2.3.2. El Sistema Central de Melanocortina
ElI SCM estd constituido por circuitos neurales que forman un soporte
neuroanatémico que es el encargado de procesar la informacion acerca de la situacion
energética del organismo (Cone, 2005; Williams y Schwartz, 2005; Adan, 2006; Sasaki y
Kitamura, 2010).
Las neuronas del SCM se encuentran localizadas principalmente en el hipotalamo

y expresan genes que codifican ligandos enddgenos especificos de los receptores MCR.
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En el SNC existen 5 tipos de receptores, aunque los mas relevantes en la regulacion de
la homeostasis energética son MCR3 y MCR4 (Broberger, 2005; Cone, 2005; Nogueiras y
cols.,, 2007; Crowley, 2008) los cuales se expresan en &reas cerebrales especificas
implicadas en la ingesta como son el PVN y el LHA (EImquist, 1998; Giraudo y cols., 1998;
Williams y Schwartz, 2005; Crowley, 2008).

Los ligandos enddgenos de MCR implicados en el control metabdlico son: la
MSH (a-, B- Y v-), que deriva del precursor de POMC con efectos anorexigénicos, y
AgRP con efectos orexigénicos. La regulacion del SCM sobre el metabolismo
energético depende del balance que exista entre estos agonistas (MSH) y antagonistas
(AgRP) (williams y Schwartz, 2005; Adan, 2006; Ladyman y cols., 2010) que presentan una
mayor afinidad por MCR4 (Mountjoy y cols., 1994; Crowley y cols., 2002; Kishi y cols., 2003;
Nogueiras y cols., 2007).

En roedores la sobreactivacion de los receptores MCR, asi como, la eliminacion
de las neuronas que coexpresan NPY y AgRP, inducen una pérdida de peso e incluso
anorexia (Yeo y cols., 1998). Por el contrario, se han descrito mutaciones en el gen que
codifica al receptor MCR4 en humanos, que estan asociadas con hiperfagia, obesidad,
hiperinsulinemia y un aumento de adiposidad (Vaisse y cols., 1998; Yeo y cols., 1998; Farooqi
y cols., 2000; Nogueiras y cols., 2007; Crowley, 2008).

Algunos farmacos han sido elaborados con el fin de regular la actividad del SCM
y de este modo utilizarlos como tratamiento contra la obesidad (Adan, 2006), la diabetes y
la caquexia (Cone, 2005). Sin embargo, sus efectos terapéuticos son discutibles, ya que, el
SCM no sélo esta implicado en la regulacién y control de la ingesta, sino también
regula la presion arterial, el ritmo cardiaco, la inflamacion, la natriuresis y la funcion

sexual (Cone, 2005).

2.3.3. Acciones de la leptina y la ghrelina en el hipotalamo
En el hipotalamo, la leptina y la ghrelina actian sobre las poblaciones neuronales,
modulando la expresion y sintesis de sus neuropéptidos, y en consecuencia el apetito, la
ingesta y el metabolismo sistémico.
La leptina inhibe la expresion de los péptidos orexigénicos NPY, AgRP, orexina y
GALP, y estimula la de los péptidos anorexigénicos POMC, CART, neurotensina, CRH

y BDNF en el hipotdlamo (Stephens y cols., 1995; Cusin y cols., 1996; Erickson y cols., 1996;
Schwartz y cols., 1996b; Sahu, 1998; Mizuno y Mobbs, 1999; Meister, 2000; Cowley y cols., 2001;
Kumano y cols., 2003).
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La leptina es capaz de modular directamente la actividad de las neuronas de NPY y
POMC a través de sus receptores, con el fin de regular el metabolismo energético y
glucidico (Baskin y cols., 1999; Hill y cols., 2010; Williams y cols., 2010). Mediante estudios de
electrofisiologia e inmunohistoquimica se ha observado que, el 25-40% de las neuronas
de POMC/CART en el hipotalamo mediobasal, presentan receptores de leptina
funcionales (williams y cols., 2010), asi como, otros estudios inmunohistoquimicos han
corroborado que la administracion central de leptina produce la activacion del 40% de
las neuronas de POMC hipotalamicas (Xuy cols., 2007). Asimismo, en estudios en ratas se
ha observado con técnicas de hibridacion in situ que el 47% de las neuronas de NPY en
el ARC expresan receptores funcionales de leptina, cuya expresion se ve incrementada
en condiciones de ayuno (Baskin y cols., 1999).

Una vez que la leptina ha actuado sobre las neuronas del ARC, éstas informan a las
neuronas que expresan MCR4, localizadas principalmente en el PVN (Jovanovic y Yeo,
2010). Sin embargo, se ha demostrado que las neuronas del PVN (Ghamari-Langroudi y
cols., 2011) y del LHA (Leinninger y cols., 2009) también son capaces de responder
directamente a la leptina con el fin de reducir la ingesta y el peso corporal. Por tanto, la
leptina actla sobre distintos nucleos hipotalamicos, aunque el ARC, el VMH y el DMH
son considerados sus principales sitios de accion en la modulacién del balance
energeético (Henry y Clarke, 2008).

La ghrelina estimula a las neuronas que expresan los neuropéptidos orexigénicos
NPY, AgRP y orexina (Kamegai y cols., 2001; Nakazato y cols., 2001; Toshinai y cols., 2003) €
inhibe a las neuronas que expresan los neuropéptidos anorexigénicos POMC y CRH en
el hipotdlamo (Cowley y cols., 2003).

La ghrelina actla directamente sobre las neuronas de NPY del ARC, a través de los
receptores de secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-R), estimulando la
expresion de NPY y AgRP vy, de ésta manera, induce la ingesta y la ganancia de peso
(Willesen y cols., 1999). Sin embargo, la ghrelina no va actuar directamente sobre las
neuronas de POMC/CART debido a que sus receptores GHS-R se localizan
principalmente en las neuronas de NPY/AgRP, pero no en las neuronas de
POMC/CART (<8%) (Willesen y cols., 1999). Por tanto, la inhibicidn que ejerce la ghrelina
sobre los neuropeptidos anorexigénicos sera a través de la activacion de las neuronas de
NPY/AgRP que mediante la liberacion de GABA van a antagonizar los efectos

anorexigénicos de la leptina (Briggs y Andrews, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Efectos de la leptina y la ghrelina sobre las neuronas del nucleo arcuato del hipotalamo.
La leptina y la ghrelina son capaces de modular la sintesis y liberacion de los neuropeptidos
hipotaldmicos implicados en la regulacion del balance energético. ARC: nucleo arcuato del hipotdlamo;
LHA: éarea hipotalamica lateral; PVN: nucleo paraventricular del hipotdlamo; APF: &rea perifornical del
hipotalamo; 3V: tercer ventriculo; NPY: Neuropéptido Y; POMC: Pro-opiomelanocortina: AgRP:

proteina relacionada con agouti; CART: transcrito regulado por anfetamina y cocaina.

3. La leptina vy la ghrelina: hormonas periféricas moduladoras del balance

energético
3.1. La leptina

La leptina fue descubierta por Jeffrey Friedman y colaboradores en 1994 mediante
el estudio de ratones mutantes para el gen de la leptina (ob/ob). La carencia de leptina
sérica que presentaban estos ratones ob/ob esta asociada con la aparicion de hiperfagia,
infertilidad, obesidad y diabetes tipo 2 (Ingalls y cols., 1950; Hummel y cols., 1966; Zhang y
cols., 1994; Clément y cols., 1998). Este descubrimiento supuso un gran avance en el estudio
de los factores derivados de los adipocitos implicados en la regulacion de la
homeostasis energética (zhang y cols., 1994; Frilhbeck y Gémez-Ambrosi, 2001; Friihbeck y
cols., 2001; Mora y Pessin, 2002; Seeley y Woods, 2003; Banks, 2004).

La leptina es un polipéptido no glucosilado de 16 kDa codificado por el gen ob
(Zhang y cols., 1994) que pertenece a la familia de las citoquinas. Presenta una estructura
proteica muy similar al factor inhibitorio de la leucemia (LIF), al CNTF, a la
oncostatina-M (OSM), a la cardiotrofina-1 (CT-1) y al de otras interleuquinas (IL-6, IL-
11 e IL-12) (zhang y cols., 1994; Madej y cols., 1995; Kline y cols., 1997; Friihbeck y cols., 1998;
Prolo y cols., 1998).

Esta hormona es sintetizada y liberada principalmente por los adipocitos, aunque

también son capaces de producirla otros tejidos como la placenta, la mucosa gastrica, el
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epitelio mamario, la médula, el musculo esquelético, el hueso, el péancreas, el
hipotalamo y la hipdfisis (Smolinska y cols., 2004; Cammisotto y Bendayan, 2007).

Los niveles circulantes de leptina correlacionan con el IMC y con la masa de
tejido adiposo (Argente y cols., 1997a; Friihbeck y cols., 1998; Friihbeck y cols., 2001; Banks,
2004; Pérez y cols., 2004). La cantidad de leptina circulante disponible en el organismo
también esta condicionada por otros factores como el sexo (Ostlund y cols., 1996; Kennedy
y cols., 1997; Saad y cols., 1997; Martos-Moreno y cols., 2006; Martos-Moreno y cols., 2010), la
edad (Ostlund y cols., 1996; Martos-Moreno y cols., 2006), el ejercicio (Hickey y cols., 1997;

Keller y cols., 2005) Yy la absorcion de glucosa (Wellhoener y cols., 2000).

e Los receptores de la leptina

La leptina actla a través de receptores que se encuentran expresados en gran
cantidad de tejidos. Su conformacion estructural es muy similar a los receptores de las
citoguinas de clase 1 como son los receptores de las interleuquinas -2, -3, -4, -6 y -7, el
LIF (Tartaglia y cols., 1995), el factor de estimulacion de granulocitos (G-CSF), la
hormona de crecimiento (GH), la prolactina (PRL) y la eritropoyetina (Hegyi y cols.,
2004). Existen al menos 6 isoformas de corte y empalme alternativas del gen que
codifica el receptor de leptina (Ob-R) con dominios citoplasmaticos de diferentes
longitudes, como son: Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf (Lee y cols., 1996;
Fei y cols., 1997). Estos receptores son glicoproteinas de membrana que tienen en comin
un dominio extracelular de unos 800 aminoacidos, un dominio transmembrana de 34
aminoéacidos y un dominio intracelular variable caracteristico de cada isoforma. Las
distintas isoformas de Ob-R se pueden clasificar en tres grupos: las isoformas largas, las
cortas y la secretada. Las isoformas cortas del receptor son Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-
Rf, y median el transporte intracelular y la degradacion de la leptina en el interior de los
lisosomas (Barr y cols., 1999). Los receptores Ob-Ra y Ob-Rc, se expresan principalmente
en el plexo coroideo y en los microvasos, donde participan en la absorcion de la leptina
mediando su transporte a través de la BHE (Devos y cols., 1996; Hileman y cols., 2002;
Bjgrbaek y Kahn, 2004).

Sin embargo, es la isoforma larga del receptor, Ob-Rb, la que se considera
responsable de los efectos centrales de la leptina sobre la ingesta (Tartaglia y cols., 1995;
Glaum y cols., 1996; Mercer y cols., 1996; EImquist y cols., 1997; Frihbeck, 2008). Este receptor
se expresa principalmente en areas hipotalamicas como el ARC, el LHA, el VMN y el
DMN (Mercer y cols., 1996; Schwartz y cols., 1996Db).
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El receptor Ob-Re es una isoforma secretada que no posee dominio intracelular por
lo que es conocida como el receptor soluble (Lee y cols., 1996). Este receptor se une a la
leptina circulante, de modo que la leptina sistémica circular libre o unida a Ob-Re
(Sinha y cols., 1996). La leptina que circula libre puede degradarse rapidamente mediante
proteolisis. Por tanto, el ratio entre la leptina circulante libre y la que se encuentra unida
a Ob-Re es lo que determina la bioactividad y disponibilidad de la leptina, y este ratio
dependeré del estado nutricional y metabdlico del individuo (Houseknecht y cols., 1996).

Los receptores de leptina en el hipotalamo son considerados esenciales en el
control de la termogénesis y la funcion neuroendocrina (Elmquist y cols., 1998a; Friedman y
Halaas, 1998; Karsenty, 2001). Sin embargo, las distintas isoformas de Ob-R también se
expresan en otras regiones cerebrales como el hipocampo, el cerebelo, el encéfalo y la
amigdala (Elmquist y cols., 1998a; Hakansson y cols., 1998; Shanley y cols., 2002), asi como, en
distintos tejidos periféricos como el tejido adiposo, el higado, el estomago, el ovario y la

placenta entre otros (zhang y cols., 1994; Mantzoros, 1999).

e Principales vias de sefializacion de la leptina
Durante los Gltimos afios se ha avanzado considerablemente en el estudio de las
vias de sefializacion en las que actua la leptina, asi como, en la comprension de los
mecanismos moleculares y bioquimicos implicados en el funcionamiento de la misma.
La leptina (Figura 4) puede actuar uniéndose a la isoforma larga de su receptor, Ob-
Rb, o a los receptores de la familia de las citoquinas de clase | debido a su gran
homologia con la glicoproteina 130 (gp130), subunidad de la familia del receptor de IL-
6 (Houseknecht y Portocarrero, 1998). La union de la leptina a su receptor activa a la
tirosina quinasa intracelular tipo 2 de la familia de las Janus quinasas (JAK-2) que
fosforila residuos de tirosina del receptor funcional de leptina y al mismo tiempo se
autofosforila activando a los transductores de sefial y activadores de la transcripcién
(STATS), incluyendo STAT-3, -5y -6, que son los que se han descrito en relacion con
Ob-Rb (sweeney, 2002). Una vez que se fosforila STAT, por accion de JAK, se induce su
dimerizacion y translocacion al nucleo favoreciéndose la transcripcion de sus genes
diana (Houseknecht y Portocarrero, 1998). Diversos estudios demuestran que Unicamente
Ob-Rb es capaz de activar la via de JAK-STAT, ya que, para ello se requiere la
presencia del dominio intracelular del receptor (Ghilardi y cols., 1996; Lee y cols., 1996;

Vaisse y cols., 1996).
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La via de las tirosinas quinasas JAK/STAT esta controlada y regulada por proteinas
supresoras de la sefializacion de las citoquinas de tipo 3 (SOCS-3), involucradas en el
mecanismo inhibitorio de la sefializacion de la leptina (Bjerbaek y cols., 1998; Sahu, 2004;
Minzberg y Myers, 2005; Myers y cols., 2008). Varios estudios han demostrado la
importancia de SOCS-3 para determinar el grado de sensibilidad de un tejido a esta
hormona (Bjerbaek y cols., 1998; Bjarbaek y cols., 1999). Ademas de SOCS-3, la proteina
fosfatasa 1B (PTP-1B) también participa en la regulacion inhibitoria de la sefializacion
de la leptina, defosforilando a JAK-2 (Kaszubska y cols., 2002; Zabolotny y cols., 2002).

Por otro lado, existen otras vias que se activan mediante la fosforilacion de JAK-2
como son la regulada por las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKS),
como es la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), y la fosfatidilinositol 3
quinasa (PI13K), que a su vez fosforila a la quinasa de serina/treonina (Akt) (Watowich y
cols., 1996; Sanchez-Margalet y Martin-Romero, 2001). La ruta PI3K/Akt representa el
comienzo de una cascada de sefalizacion que va a mediar los efectos de varias
citoquinas proinflamatorias. El receptor de leptina, a través de JAK-2, puede fosforilar a
las proteinas substrato del receptor de insulina (IRS) e iniciar la via de sefializacion IRS-
PI3K/AKkt (Szanto y Kahn, 2000; Niswender y cols., 2001; Enriori y cols., 2006; Myers y cols.,
2008). Se ha demostrado que la activaciéon de la via PI3K por accion de la leptina es
fundamental en la regulacion del metabolismo de la glucosa y en la sensibilidad

periférica a la insulina.

Figura 4. Vias de sefializacion de la leptina. La leptina puede actuar uniéndose a la isoforma larga de su
receptor (Ob-Rb) fosforilando y activando a JAK-2. JAK?2 fosforilado activa a STAT3 que se dimeriza y
transloca al ndcleo donde va a regular la transcripcion de distintos genes diana, entre ellos SOCS3 que
gjerce, junto con la PTP1B, un efecto inhibitorio sobre la sefializacion de la leptina. JAK2 cuando se
fosforila también es capaz de fosforilar a IRS1/2, responsable de la activacién de PI3K, y la via de las

MAPKS. IRS1/2: proteinas del substrato del receptor de insulina 1/2; JAK2: tirosina quinasa intracelular
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tipo 2 de la familia de las Janus quinasas; MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos; PI3K: prteina
fosfatidilinositol 3 quinasa; PTP1B: proteina fosfatasa 1B; SOCS3: proteina supresora de la sefializacién

de las citoquinas de tipo 3; STATS3: transductor de sefial y activador de la transcripcién tipo 3.

3.1.1. El papel de la leptina en el desarrollo

En los ratones, la leptina empieza a sintetizarse a partir de la segunda semana
postnatal cuando todavia no se han establecido las conexiones sinapticas entre las
neuronas del ARC (Bouret y cols., 2004a). Estudios en ratones han demostrado que la
administracion periférica de leptina incrementa la actividad neuronal en el PVN y LHA
en el dia 10 y 16 de vida respectivamente, coincidiendo con el momento en el que se
produce la maduracion de las conexiones eferentes procedentes del ARC (Bouret y cols.,
2004a). Por tanto, la leptina durante el periodo perinatal acta principalmente como
factor neurotrofico implicado en la génesis y el desarrollo neuronal (Bereiter y
Jeanrenaud, 1979; Garris, 1989; Ahima y cols., 1999; Steppan y Swick, 1999), siendo sus efectos
sobre la ingesta minimos o inexistentes en este periodo (Mistry y cols., 1999; Proulx y cols.,
2002; Bouret y cols., 2004b). Esto explica por qué los ratones ob/ob al nacer presentan un
peso normal (Bouret y Simerly, 2004), aungue muestran alteraciones neuroanatomicas
importantes.

Algunos estudios han demostrado que los ratones ob/ob tienen las neuronas del
PVN y LHA menos inervadas por las neuronas del ARC que los ratones control (Bouret
y cols., 2004b). Sin embargo, si a estos ratones se les administra leptina se consigue
incrementar la inervacion de estas neuronas hasta valores normales, pero sélo durante el
periodo perinatal, ya que, no se observa ningun efecto si la leptina se administra durante
la etapa adulta (Bouret y cols., 2004b).

Por tanto, la leptina ademas de ser clave en la regulacion del balance energético
también es un importante factor tréfico durante el desarrollo del SNC, especialmente

para los circuitos implicados en el control metabdlico (Ahimayy cols., 1998).

3.1.2. El papel de la leptina en la regulacion del balance energético
Los efectos metabdlicos de la leptina sobre el SNC han sido ampliamente
descritos en humanos (Heymsfield y cols., 1999), primates no-humanos (Tang-Christensen y
cols., 1999), roedores (Campfield y cols., 1995; Halaas y cols., 1995) Yy ovejas (Henry y cols.,
1999).
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La leptina circulante atraviesa la BHE (Banks, 2006; Kalra, 2008) por un sistema de
transporte saturado mediado por el Ob-Ra (Tartaglia y cols., 1995; Henry y Clarke, 2008).
Una vez llega al cerebro, la leptina actlia (zhang y cols., 1994; Schwartz y cols., 2000; Faouzi y
cols., 2007) inhibiendo la ingesta e incrementando el gasto energético (Schwartz y Porte,
2005). Se considera que la leptina incrementa el gasto energético a expensas de aumentar
la termogénesis del tejido adiposo (Sahu, 2002).

Estudios en roedores han demostrado que la falta de receptor Ob-RDb,
especificamente en las neuronas de NPY/AgRP y POMC/CART, promueve la
acumulacién de tejido adiposo (Balthasar y cols., 2004; van de Wall y cols., 2008) Y una
hiperfagia transitoria que desaparece en la etapa adulta (van de Wall y cols., 2008). Sin
embargo, si los ratones presentan una falta de Ob-Rb en todo el SNC (db/db) la
hiperfagia y obesidad se va mantener durante toda la vida (Cohen y cols., 2001; Balthasar y
cols., 2004). Este hecho corrobora que no solo la leptina ejerce sus efectos metabolicos
sobre las neuronas del ARC sino también, sobre las neuronas localizadas en otros
nacleos hipotalamicos como el PVN, el DMH, el VMH y el LHA (Elmquist y cols., 1998b;
Igbal y cols., 2001; Bingham y cols., 2008).

Asimismo, se ha descrito que la leptina ejerce otras acciones neuroendocrinas, ya
que, alteraciones en su sensibilidad, producidas por mutaciones, restriccion calorica o
un peso corporal bajo, afectan a la capacidad reproductiva del individuo (Gueorguiev y
cols., 2001). Por tanto, la integridad del sistema de la leptina no es unicamente
fundamental para el mantenimiento del peso corporal y la adiposidad, sino también para

la funcionalidad de otros sistemas fisiologicos.

3.1.3. El papel de la leptina en la obesidad

Los ratones ob/ob y db/db presentan hiperfagia y obesidad severa (Chua y cols.,
1996; Coll y cols., 2007). Del mismo modo, en humanos, las mutaciones que afectan a la
funcionalidad de esta hormona estan asociadas con obesidad mdérbida (zhang y cols., 1994;
Cheny cols., 1996; Lee y cols., 1996) ¥ pueden ser tratadas con leptina recombinante humana
de forma eficaz (Faroogi y cols., 1999). Sin embargo, en la mayoria de los casos, los
individuos obesos desarrollardn una resistencia a la leptina, siendo ineficaz el
tratamiento con esta hormona. Por tanto, la resistencia a la leptina contribuye a la
patogénesis de la obesidad y a la aparicion de la diabetes tipo 2 (Ceddia y cols., 2002;

Benomar y cols., 2005).
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Esta resistencia a leptina se cree que se debe a una reduccion en el transporte de
esta hormona a través de la BHE y a una falta de respuesta por parte de las neuronas
hipotaldmicas (EI-Haschimi y cols., 2000). Los niveles de expresion de Ob-Ra y Ob-Re van
a regular, al menos en parte, la disponibilidad de la leptina en el cerebro. Los individuos
con obesidad inducida por dieta tienen menores niveles de expresion de Ob-Re (Heaney y
Golde, 1993) y Ob-Ra en el hipotalamo (Schwartz y cols., 1996a; Madiehe y cols., 2000; Banks y
cols., 2006). Ademas, durante el desarrollo de la obesidad, se incrementan los niveles
circulantes de citoquinas y otros factores de crecimiento hematopoyeéticos que van a
unirse a Ob-Re (Tuy cols., 2008) modificando su conformacién y evitando que se una a la
leptina circulante libre.

Del mismo modo, estudios en animales con obesidad exdgena han dejado patente
que, en muchos casos, existe una falta de respuesta a la leptina en las neuronas
hipotaldmicas implicadas en la regulacion de la ingesta, ya que, a pesar de presentar los
niveles circulantes de leptina elevados, los niveles de a-MSH en el ARC son muy bajos
(Enriori y cols., 2007). Sin embargo, otros autores demuestran que la sensibilidad a la
leptina no siempre se ve alterada por la ganancia de peso (Cummings y cols., 2011). En
estos casos la leptina puede utilizarse como herramienta terapéutica para mejorar la

sensibilidad a insulina en ratones con diabetes tipo 2 (Cummings y cols., 2011).

3.2. La ghrelina

La ghrelina, descubierta por Kojima y colaboradores en 1999, es un ligando
enddgeno del receptor de secretagogos de GH sintetizado principalmente por las células
oxinticas del estbmago (Date y cols., 2000). También puede ser secretada por otros tejidos
periféricos como el tracto intestinal, el pancreas, el ovario y la corteza adrenal (Kojimay
cols., 1999; Date y cols., 2000; Date y cols., 2002; Gaytan y cols., 2003; Tortorella y cols., 2003). En
el SNC se han identificado neuronas capaces de producir ghrelina en la hipofisis, en el
ARC y en un grupo de neuronas adyacentes al tercer ventriculo entre los nicleos DMH,
VMN, PVN y ARC (Kojimay cols., 1999; Korbonits y cols., 2001; Cowley y cols., 2003).

La ghrelina es una molécula de 28 aminoacidos que existe en forma acilada y
desacilada, en funcién de la unién o no a su serina 3 de un &cido octanoico, responsable
del efecto estimulador de la ghrelina en la secrecion de GH en la hipofisis (Kojimay cols.,
1999; Kojima y Kangawa, 2002; Muccioli y cols., 2002). El proceso responsable de la
octanoacilacion de la ghrelina depende de la accion de una enzima, la ghrelina O-
aciltransferasa (GOAT), sintetizada por el estbmago que va a mediar la accion bioldgica
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de la ghrelina a través de la isoforma la de GHS-R (GHS-R1a) (Gutierrez y cols., 2008;
Yang y cols., 2008).

En el plasma sélo del 2 al 20% de la ghrelina total se encuentra en la forma
acilada (Hosoda y cols., 2000; Akamizu y cols., 2005; Nishi y cols., 2005; Sato y cols., 2005) debido
a que se metaboliza mas rapidamente en la circulacion (Akamizu y cols., 2004). Ademas,
en la sangre y en el estdbmago existen desacilasas (esterasas) que son las encargadas de
eliminar el acido octanoico de la ghrelina y de este modo conseguir desacilarla (Salehi y
cols., 2004; Qader y cols., 2008) (Figura 5).

GHRELINA DESACILADA <¢========) GHRELINA ACILADA

80-90% de la ghrelina circulante 10-20% de la ghrelina circulante

GOAT 2
eeeaaeaeccag —

esterasas

n-octanoyl

Acyl-CoA

RECEPTOR

DESCONOCIDO

Figura 5. Proceso de acilacion y desacilacion de la ghrelina circulante. En el estomago la enzima
GOAT (ghrelina O-aciltransferasa) es la encargada de afiadir el grupo acilo a la ghrelina, mientras que,
las desacilasas (esterasas) seran las encargadas de eliminarlo. La presencia del grupo octanoico de la
ghrelina va a determinar su unién con los receptores de secretagagos de la hormona de crecimiento la
(GHS-R1A).

La secrecion de ghrelina no solo depende de la ingesta (Tschép y cols., 2000; Ariyasu
y cols., 2001; Cummings y cols., 2001) y del IMC del individuo (Ariyasu y cols., 2001; Otto y
cols., 2001; Hansen y cols., 2002; Martos-Moreno y cols., 2011), sino también, de la edad
(Rigamonti y cols., 2002), el sex0 (Barkan y cols., 2003; Chan y cols., 2004; Martos-Moreno y cols.,
2010) y los niveles de GH (Korbonits y cols., 2004), glucosa (Nakagawa y cols., 2002; Martos-

Moreno y cols., 2011) € insulina circulante (Anderwald y cols., 2003; Granado y cols., 2010).

e Los receptores de la ghrelina
La ghrelina se une a los GHS-R, que fueron identificados por Howard y

colaboradores en 1996. Existen dos formas de procesamiento del gen GHS-R que dan
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lugar a GHS-R1a y a la isoforma 1b de GHS-R (GHSR-1b) (Howard y cols., 1996;
Petersenn y cols., 2001).

El residuo de acido octanoico de la ghrelina es esencial para la unién y activacion
del subtipo GHS-R1a, conocido como el receptor funcionalmente activo que se expresa
principalmente en el hipotdlamo y en la hipéfisis (Kojima y cols., 1999; Matsumoto y cols.,
2001; Muccioli y cols., 2002). Este receptor media las acciones endocrinas y algunas no
endocrinas inducidas por la ghrelina (Camifia, 2006). Asimismo, la ghrelina desacilada
también ejerce acciones bioldgicas no endocrinas, participando en la proliferacion y el
metabolismo celular (Baldanzi y cols., 2002; Muccioli y cols., 2002; Bedendi y cols., 2003;
Cassoni y cols., 2004; Thompson y cols., 2004), asi como, se cree que ejerce posibles efectos
endocrinos. La identificacion del receptor, o receptores, responsables de las acciones
bioldgicas de la ghrelina desacilada esta todavia por esclarecer.

La ghrelina también va a ejercer otras acciones en los tejidos periféricos como el
tracto gastrointestinal, ademas de estar implicada en la activacion del sistema inmune

(Date y cols., 2001; Dixit y cols., 2004).

e Las vias de sefializacion de la ghrelina

La union de la ghrelina a GHS-R1a (Figura 6) induce un cambio conformacional
en las hélices o transmembrana de este receptor que promueve la conversion de
guanosina difosfato (GDP), convirtiéndose en guanosina trifosfato (GTP). Esta
activacion inicia una cascada de sefializacion en la que actlan segundos mensajeros que
median la regulacion de los canales de Ca®*, dando lugar a un aumento en los niveles de
Ca?" intracelular (McKee y cols., 1997; Camifia, 2006).

También se conoce el efecto proliferativo y diferenciador de la ghrelina en
diversos tipos celulares, a través de la activacion de las cascadas de sefializacion de la
PI3K/Akt y las MAPKS (Andreis y cols.,, 2003; Mazzocchi y cols., 2004). De especial
relevancia es la capacidad de la ghrelina para modular la actividad de la proteina
guinasa activada por 5 -adenosin monofosfato (AMPK), enzima clave en la regulacion
de la homeostasis energética. Aunque su mecanismo no es del todo conocido, se sabe
que la ghrelina promueve la activacion de esta proteina en el hipotalamo, incrementando
el apetito (Andersson y cols., 2004; Carling, 2005). Por el contrario, la ghrelina disminuye la
AMPK en el higado, generando un estado lipogénico y glucogénico (Barazzoni y cols.,
2005). También se ha descrito que la ghrelina activa la dxido nitrico sintasa (NOS) en el

hipotdlamo dando lugar a un incremento del apetito (Gaskin y cols., 2003).
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Figura 6. Via de sefializacién de la ghrelina implicada en la movilidad del Ca?* intracelular. La
ghrelina activa a su receptor dando lugar a su interaccion con una proteina Gag/11, que a su vez activa a
la fosfolipasa C de fosfatidilinositol (PI-PLC) generando dos segundos mensajeros: inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,). Esta activacion va
a inducir la liberacién del Ca®* de los compartimentos intracelulares sensibles a IP; y la activacion de la
protein-quinasa C (PKC). La PKC inhibe los canales de K™ que causan la despolarizacion de la membrana
y la apertura de los canales de Ca®* dependientes de voltaje tipo L y tipo T. Flechas punteadas: flujo

alternativo de Ca®" que favorece la apertura de los canales de Ca®* de la membrana plasmatica.

3.2.1. El papel de la ghrelina en la regulacion del balance energético

En individuos sanos los niveles circulantes de ghrelina se incrementan durante el
ayuno con el fin de promover la iniciacion de la ingesta. En cambio, durante el consumo
de nutrientes, los niveles disminuyen al igual que lo hace el apetito. De este modo, la
administracion de ghrelina exdgena aumenta el apetito y la ingesta, tanto en individuos
sanos como obesos (Wren y cols., 2001; Tassone y cols., 2003; Schmid y cols., 2005).

La ghrelina es liberada desde el estbmago al torrente sanguineo, atraviesa la BHE
y se une a sus receptores en el hipotdlamo (Banks y cols., 2002; Tortorella y cols., 2003;
Korbonits y cols., 2004). También es sintetizada localmente en el hipotdlamo actuando
directamente en nucleos hipotalamicos especificos (Cowley y cols., 2003; Korbonits y cols.,
2004).

La ghrelina ejerce un efecto a corto plazo regulando la ingesta, pero también
induce otros efectos a largo plazo sobre el peso, ya que, favorece la adipogénesis
(Tschép y cols., 2000; Lall y cols., 2004) Yy la hipertrofia de los adipocitos (Granado y cols.,

2010). La administracion periférica y diaria de ghrelina induce un aumento en la
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adiposidad (Granado y cols., 2010), a expensas de reducir el metabolismo lipidico (Tschop y
cols., 2000).

Algunos estudios han demostrado que la ghrelina desacilada también tiene un
papel importante en el balance energético (Asakawa y cols., 2005; Zhang y cols., 2005). Sin
embargo, existe controversia acerca del mismo, ya que, se ha descrito que la
administracion central de ghrelina desacilada puede tanto aumentar (Toshinai y cols., 2006)
como una inhibir la ingesta de las ratas (Asakawa y cols., 2005). Asimismo, se ha
demostrado que la disfuncionalidad de la ghrelina desacilada puede estar asociada con
el desarrollo de obesidad (Klok y cols., 2007).

Sin embargo, la ghrelina no resulta esencial para el mantenimiento de la
homeostasis energética. Los ratones “knockout” de ghrelina (ghrelina™) o con
alteraciones en la funcionalidad de GHS-R, no muestran alteraciones metabolicas de
ningdn tipo en una situacion de ayuno, presentando una disminucion normal de sus
niveles séricos de leptina e insulina (Sun y cols., 2004). Asimismo, los ratones adultos con
alteraciones en la funcionalidad de GHS-R Unicamente muestran una ligera reduccion
en el peso corporal relacionado con la falta de liberacién de GH inducida por la ghrelina
(Klok y cols., 2007). Por tanto, estos resultados sugieren que podrian existir otros agentes
estimuladores del apetito capaces de compensar la falta de funcionalidad de la ghrelina
(Kloky cols., 2007).

3.2.2. El papel de la ghrelina en la obesidad

En la obesidad los niveles circulantes de ghrelina estan disminuidos para reducir
los efectos orexigénicos de esta hormona en el SNC y disminuir el peso (Tschép y cols.,
2001). Sin embargo, este hecho puede contribuir, en parte, a la aparicion de la obesidad
(Furuhata y cols., 2000) Yy la diabetes tipo 2 (Péykké y cols., 2003), puesto que, los niveles
bajos de ghrelina reducen la produccion y secrecion de GH en la hipofisis (Argente y
cols., 1997b; Veldhuis y Bowers, 2010). Estudios en ratones obesos han demostrado que la
administracion de ghrelina es capaz de restaurar la secrecion de GH, sin embargo,
debido a sus efectos orexigénicos puede empeorar la obesidad (lwakura y cols., 2007).

Los pacientes obesos, al contrario de lo que sucede en ocasiones con la leptina, no
muestran una pérdida en la sensibilidad a la ghrelina ni tampoco una alteracion en el
transporte de esta hormona a través de la BHE. Los individuos obesos pueden ser mas
sensibles a la ghrelina, ya que, se ha demostrado que con una dosis de ghrelina minima
se incrementa su ingesta, mientras que, en individuos con normopeso esta dosis es
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ineficaz (Druce y cols., 2006). Esta hipersensibilidad a ghrelina asociada al desarrollo de
obesidad puede ser debida a un aumento en la expresion de GHS-R en humanos (Klok y
cols., 2007). Sin embargo, en roedores se ha comprobado que la sobreexpresion de GHS-
R no afecta a la ingesta ni promueve modificaciones en el tejido adiposo (Lall y cols.,
2004).

En ratones, tanto sanos como obesos, la administracion de antagonistas de GHS-R
logran reducir la ingesta (Asakawa y cols., 2003), pero hasta ahora se desconoce su efecto
en humanos. Otros estudios que han utilizando antagonistas especificos de GHS-R1a
han determinado que existen componentes capaces de bloquear completamente la
liberacion de GH en respuesta a la ghrelina, pero que no logran modificar el efecto que
ejerce esta hormona sobre la ganancia de peso (Halem y cols., 2005). De modo, que se
especula que la accion de la ghrelina sobre la regulacion de la ingesta podria estar
mediado por otro receptor, distinto de GHS-R1a, hasta ahora desconocido (Klok y cols.,

2007).

4. La conectividad en el Sistema Nervioso Central: sinapsis guimica

La sinapsis quimica es la forma de comunicacidbn mas abundante entre las
neuronas del SNC. Se compone de una neurona presinaptica, una neurona postsinaptica
y un espacio sinaptico que las separa, al cual liberan neurotransmisores que transmiten
la sefial nerviosa.

La transmision sinaptica quimica se inicia por la liberacién de neurotransmisores
procedentes de la neurona presinaptica (Katz y cols., 1969). Esta exocitosis requiere la
apertura de los canales de Ca?*, que promueven la fusién de las vesiculas que contienen
los neurotransmisores, con la membrana presinaptica (Augustine y cols., 1985). Una vez en
el espacio sinaptico los neurotransmisores son endocitados por la neurona postsinaptica
0 bien son recaptados por la neurona presinaptica o por los astrocitos adyacentes a
través de transportadores activos especificos para su reciclaje (Ceccarelli y cols., 1973;
Heuser y Reese, 1973; Schweizer y Ryan, 2006).

Existen sinapsis de tipo excitatorio e inhibitorio que van a utilizar distintos
neurotransmisores. Los mas abundantes son el L-glutamato (sinapsis excitatorias) y el
GABA (sinapsis inhibitorias). El balance fisioldgico optimo entre estos dos tipos de
sinapsis es indispensable para una correcta regulacion que ejerce el cerebro sobre el
resto de tejidos y dérganos. En esta regulacion sindptica existen un gran numero de
proteinas que son esenciales para la transmision de la sefial nerviosa (Figura 7).
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Figura 7. Proteinas implicadas en la conectividad sinaptica. Las proteinas de la neurona presinaptica
estan implicadas en el transporte y la liberacion de las vesiculas sinapticas y en la fusién de las vesiculas
con la membrana de la neurona presindptica. Las proteinas postsinaptica estardn implicadas en la
recepcidn de la sefial en la neurona postsindptica. SNAP 25: proteina sinaptosomal asociada a 25; PSD95:

proteina de densidad postsinaptica 95; iINOS: dxido nitrico sintasa inducible.

4.1. Proteinas de la neurona presinaptica

En la neurona presinaptica existe una familia de méas de 60 proteinas, las SNARES
(Receptores Solubles de Anclaje del Factor Sensible a N-etilmaleimida) involucradas en
la exocitosis del neurotransmisor. Durante la exocitosis del neurotransmisor, unas
proteinas interaccionan con otras formando el complejo SNARE (zamponi, 2003). Previo
a este proceso, debe existir una agrupacion de vesiculas préximas al botdn sinéptico que
almacenen el neurotransmisor, de lo que se encarga la familia de las sinapsinas que se
expresan en diferentes terminaciones sinapticas (Sudhof y cols., 1989; Hosaka y Siidhof,
1998; Kao y cols., 1998; Kao y cols., 1999; Cesca y cols., 2010). Estas proteinas anclan las
vesiculas sinapticas al citoesqueleto de actina, manteniéndolas cerca del botdn sinaptico
y evitando que éstas se liberen en ausencia de estimulo nervioso. Cuando reciben el
impulso nervioso las sinapsinas son fosforiladas por una protein-quinasa A (PKA)
dependiente de Ca®*/calmodulina (Ca**/CaMK 1), liberando los neurotransmisores
contenidos en las vesiculas que viajardn a la membrana postsinaptica (Czernik y cols.,
1987; Fdez y Hilfiker, 2006).

Entre las proteinas que conforman el complejo SNARE podemos distinguir dos
tipos: las v-SNARES localizadas en la membrana de las vesiculas sinapticas y las t-
SNAREs localizadas en la membrana plasmatica de la neurona presinaptica (Rothman,

1994).
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En las v-SNAREs, destacan dos familias principalmente, las proteinas de membrana
asociadas a la vesicula (VAMP), llamadas también sinaptobrevinas y las
sinaptotagminas.

e Las sinaptobrevinas son una familia de proteinas sinapticas implicadas en el anclaje
y fusion de la vesicula a la membrana presinaptica, formando complejos estables con
algunas t-SNARESs y con la sinaptotagmina.

e Las sinaptotagminas son una familia de proteinas presinapticas conocidas por
actuar como sensores de Ca®" intracelular que determinan el inicio de la exocitosis
vesicular. Estan implicadas en el anclaje de las vesiculas a la membrana presinaptica
mediante la interaccion con sintaxina (Geppert y cols., 1994) y con la proteina
sinaptosomal asociada a 25 (SNAP25) (Verona y cols., 2000), que pertenecen a la familia
de las t-SNARES (Jahn y Siidhof, 1994; Chen y Scheller, 2001). Por tanto, en las t-SNARES
destacamos:

e Las sintaxinas presentan un dominio transmembrana C-terminal el cual podria
formar parte del poro de fusion durante la exocitosis de neurotransmisores. Estas
proteinas interaccionan con la sinaptobrevina y con SNAP25 formando el complejo
SNARE (Sutton y cols., 1998). La unién dependiente de Ca®* con la sinaptotagmina
promueve la interaccién de las sintaxinas con los canales de Ca** y de K* dependientes
de voltaje permitiendo la aproximacion fisica entre la maquinaria de fusion de
membranas y los canales de entrada de Ca’* durante la despolarizacién del botén
sinaptico (Hany cols., 2004).

e Por ultimo, SNAP25 es una proteina de 25 kDa asociada a los sinaptosomas y cuya
accion es independiente del Ca?" intracelular (Linial, 1997). Se localiza anclada a la
membrana presinaptica y contribuye a la formacion del complejo de exocitosis formado
por 2 a-hélices. Sélo se encuentra en sinapsis glutamatérgicas, donde inhibe los canales
de Ca®* dependientes de voltaje de tipo P/Q y L, implicados en la regulacién de la

secrecion hormonal de las células endocrinas (Leabu, 2006).

4.2. Proteinas de la neurona postsinaptica
La segunda fase de la transmision sinéptica es la recepcion de la sefial mediante la
unién del neurotransmisor a su receptor en la membrana postsinaptica. Dependiendo del
tipo de sinapsis, se liberan a la hendidura sindptica distintos neurotransmisores,

existiendo distintas proteinas implicadas en transmitir la sefial especifica en funcién del
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neurotransmisor. Diversos estudios han evidenciado que en respuesta a la ghrelina las
neuronas promueven la formacion de sinapsis de tipo excitatorio, concretamente
sinapsis glutamatérgicas (Aguilar y cols., 2005), por lo que nos centramos en ellas al ser
tambien las mas abundantes en el SNC.

En este tipo de sinapsis el L-glutamato liberado al espacio sinaptico, puede unirse a
varios tipos de receptores en la membrana postsinaptica: los receptores ionotrépicos y
los metabotrdpicos.

Los receptores ionotropicos son receptores canal que al activarse permiten la
entrada de iones al citoplasma de la neurona postsinaptica. Existen 3 clases: los
receptores de tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), los receptores de tipo AMPA (&cido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico) y los receptores de tipo kainato
(&cido kainico).

Los receptores de tipo NMDA estan incluidos en un citoesqueleto especializado
subyacente a la membrana de la célula postsindptica conocido como densidad
postsinaptica (DPS). Esta DPS estd constituida por diferentes tipos de proteinas que
interaccionan entre si y con el citoesqueleto formando un complejo multimolecular. Uno
de los principales componentes de la DPS es la proteina de densidad postsinaptica 95
(PSD-95) (Lau y zukin, 2007). La PSD-95 pertenece a la familia de proteinas de las
gualinato-quinasas asociadas a la membrana (MAGUK) y es la responsable de formar el
complejo entre el receptor NMDA y la NOS neuronal. Esta proteina requiere Ca?* para
su activacion, y estd implicada en la transmisién del impulso nervioso en la neurona
postsinaptica (Elias y Nicoll, 2007).

Los receptores metabotrépicos (mGIuR) son los que promueven la activacion de
cascadas de segundos mensajeros en la neurona postsinaptica. La activacion de estos
receptores de membrana supone un cambio de potencial de accion en la neurona
postsinaptica, la cual se despolariza y favorece que se transmita la sefial nerviosa.

La terminacion de la sefial es un proceso altamente regulado y necesario para que
las neuronas no pierdan su excitabilidad por estar permanentemente despolarizadas. En
este proceso influyen diversos factores: por un lado, la vida media quimica del
neurotransmisor, ya que, algunos van a ser degradados en el espacio sinaptico, como la
acetilcolina y algunos péptidos, siendo reciclados por la neurona presinaptica; por otro
lado, la desensibilizacion de los receptores; y por ultimo existen transportadores activos,

generalmente en la membrana de la neurona presinaptica y en la glia adyacente, que
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retiran el neurotransmisor del espacio sinaptico, favoreciendo el cese de la transduccion

de la sefial a la neurona postsinaptica.

4.3. La plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica es la habilidad que tienen las neuronas de modificar su
capacidad de conexion y comunicacion entre ellas. A lo largo de nuestra vida, la
conectividad sinéptica del cerebro va a cambiar de manera constante, siendo esencial
para el desarrollo y la interacciéon del individuo con el ambiente. De este modo, la
plasticidad de nuestro cerebro serd mayor durante el desarrollo y disminuird en el
adulto.

4.3.1. La plasticidad sinéptica en el control metabdlico

Las neuronas que forman parte de los circuitos hipotaldmicos implicados en la
regulacion de la ingesta son sensibles a sufrir alteraciones en su conectividad sinaptica
en respuesta a cambios nutricionales (Tung y cols., 2008; Jovanovic y Yeo, 2010). Como
hemos mencionado anteriormente, la leptina y la ghrelina actian modificando la
conectividad entre las neuronas del SNC regulando las distintas respuestas fisioldgicas
del individuo. Sin embargo, estos cambios sinapticos pueden también estar involucrados
en el desarrollo de patologias como la obesidad (Pinto y cols., 2004).

4.3.2. Implicacion de la leptina en la plasticidad sinaptica

En ratones adultos ob/ob se ha observado que la administracion de leptina
favorece el desarrollo de espinas dendriticas que contribuyen al incremento de la
eficiencia sinaptica neuronal en el hipocampo (Li y cols., 2001). Del mismo modo, se ha
demostrado que la leptina es capaz de promover cambios en la densidad y motilidad de
filopodios dendriticos en neuronas en cultivo (O*'Malley y cols., 2007).

Ademas, cada vez existen mas estudios que resaltan la importancia de la leptina
en la remodelacion sinaptica en otras regiones cerebrales como el hipotdlamo (Bouret y
cols., 2004a; Pinto y cols., 2004; Horvath y Gao, 2005; Sternson y cols., 2005) donde en ratones
ob/ob la administracion de leptina induce una reorganizacion sinaptica en el ARC,
incluso antes de que se detecten los efectos de esta hormona sobre la ingesta o el peso

de los ratones (Pinto y cols., 2004).

4.3.3. Implicacion de la ghrelina en la plasticidad sinaptica
Los niveles circulantes de ghrelina también son capaces de regular la conectividad
sinaptica del SNC. En roedores se ha observado que, en condiciones de restriccion
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caldrica, cuando los niveles de ghrelina en plasma son muy elevados, se producen
modificaciones tanto en la expresion de orexina como en la remodelacion sinaptica de
las neuronas del LHA (Horvath y Gao, 2005). Ademads, parece ser que estos cambios
sinapticos en las neuronas de orexina también afectan a las neuronas de NPY del ARC
(Horvath y Gao, 2005). Asimismo, existen estudios en ratones ob/ob que han demostrado
que la administracion de ghrelina induce una reorganizacion del nimero de sinapsis
excitatorias e inhibitorias en el ARC (Pinto y cols., 2004).

En otros estudios se ha observado los efectos de la administracion de ghrelina en
el nucleo segmental ventral (VTA), donde esta hormona es capaz de inducir cambios en
la actividad neuronal, en la formacidn de nuevas sinapsis y en el recambio celular de las
neuronas dopaminérgicas implicadas en el circuito mesolimbico regulador del
comportamiento de busqueda de recompensa. Ademas, la accion que tiene la ghrelina
sobre la conectividad de las neuronas de dopamina parece estar mediada por GHS-R1a

(Abizaid y cols., 2006).

5. Los astrocitos: células gliales indispensables en el Sistema Nervioso Central

En el SNC existen, ademas de las neuronas, otros tipos celulares, que ocupan la
mayor parte del cerebro adulto, conocidos comunmente como la glia. Existen distintos
tipos de glia en el cerebro: los astrocitos, los oligodendrocitos, la microglia y las células
positivas para el proteoglicano de condroitin-sulfato (NG2). Todas estas células actuan
de manera conjunta, llevando a cabo multitud de funciones esenciales para la fisiologia
y desarrollo del SNC. Sus funciones son muy diversas, desde actuar como soporte
tréfico de las neuronas, hasta modular la conectividad y eficacia sinaptica neuronal
(Freeman, 2010).

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC y ocupan mas del
50% del volumen total del cerebro (Freeman, 2010). La mayoria son identificados por la
expresion de un filamento intermedio caracteristico y exclusivo de este tipo celular, la
proteina acidica fibrilar de glia (GFAP), aunque no todos los astrocitos la expresan.

Los astrocitos, al igual que las neuronas, presentan multitud de fenotipos a lo largo
de las diferentes regiones cerebrales (Mong y Blutstein, 2006), 10 que implicard una
expresion diferencial de sus receptores para moléculas como el ATP, el glutamato, el
GABA, la glicina, la melanocortina, la norepinefrina, el NPY, los glucocorticoides, los
androgenos, el IGF-1, los estrdgenos y la leptina, entre otros (Hésli y Hosli, 1987; Langub y
Watson, 1992; Jursky y Nelson, 1996; Diano y cols., 1998; Anderson y Swanson, 2000; Donahue y
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cols., 2000; Schousboe, 2000; Verkhratsky y Steinhauser, 2000; Sharma y Vijayaraghavan, 2001;
Kruijver y cols., 2002; Chaban y cols., 2004; Garcia-Segura y McCarthy, 2004; Cheunsuang y
Morris, 2005; Lorenz y cols., 2005; Caruso y cols., 2007).

5.1. La Sinapsis tripartita: la comunicacion entre astrocitos y neuronas
La comunicacion bidireccional entre los astrocitos y las neuronas es lo que se
conoce como “Sinapsis tripartita” (Araque y cols., 1999). La Sinapsis tripartita se
compone de tres elementos: los elementos presinapticos, los elementos postsinapticos y
los astrocitos adyacentes que van a intercambiar informacion con el fin de participar en

la regulacion de la transmision de las sefiales (Perea y cols., 2009) (Figura 8).

Figura 8. Esquema

de una sinapsis
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Los astrocitos son células excitables pero, a diferencia de las neuronas, su
excitabilidad no se basa en cambios en su potencial de membrana, sino en cambios en
sus concentraciones intracelulares de Ca®* (Halassa y cols., 2007). Ademas, son capaces de
liberar gliotransmisores (péptidos, quimioquinas y citoquinas) con el fin de activar de
manera directa los receptores neuronales adyacentes. Por tanto, los astrocitos estan
implicados en la modulacion de la eficacia sinaptica y el mantenimiento de la
homeostasis tanto de iones, ya que, forman parte de la BHE, como neurotransmisores
(Haydon y Carmignoto, 2006; Filosa y Blanco, 2007). Son importantes en todos los aspectos
de la funcion neuronal, incluyendo el desarrollo, el metabolismo, la neurotransmision y
la neuroproteccion (Garcia-Segura y cols., 1996; Haydon, 2001; Ullian y cols., 2001; Volterra y
Meldolesi, 2005).
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La relacion estrecha que existe entre los astrocitos y las neuronas se empieza a
observar desde las primeras etapas del desarrollo del SNC. Este hecho se ha demostrado
en diversos estudios donde se ha observado que, la maduracion de los procesos
astrocitarios y el establecimiento del dominio espacial de los astrocitos en el cerebro,
coinciden en el tiempo con la formacion de las primeras sinapsis (Freeman, 2010). En el
cerebro de roedores, las sinapsis se empiezan a formar desde las primeras semanas del
desarrollo (Lund y Lund, 1972; Warton y McCart, 1989; Ullian y cols., 2001), Sin embargo, no
es hasta la tercera y cuarta semana postnatal cuando se produce la mayor cantidad de
contactos sinapticos entre neuronas, coincidiendo con la maduracion de los astrocitos.
Por tanto, los astrocitos son células esenciales en la sinaptogénesis del SNC (Haydon,
2001; Freeman, 2010) Yy son capaces de modular los cambios sinapticos que suceden en los

distintos procesos neuroendocrinos (Garcia-Segura y McCarthy, 2004).

5.2. La morfologia de los astrocitos

La morfologia de los astrocitos es muy caracteristica. Del soma celular irradian
ramificaciones primarias que se van dividiendo gradualmente y disminuyen su grosor a
medida que se aproximan a las sinapsis neuronales (Freeman, 2010). Estas ramificaciones
variaran en funcién de la maduracion de los astrocitos o en respuesta a estimulos. Por
consiguiente, la morfologia de estas células va a ser muy heterogénea y con capacidad
de modificarse rapidamente en respuesta a la actividad neuronal proxima (Verkhratsky y
Steinhduser, 2000; Yang y cols., 2009; Freeman, 2010), pero también pueden modificarla
mediante cambios en la sefializacion de Ca*" (Theodosis y cols., 2008; Nimmerjahn y cols.,
2009), modificando sus transportadores de glutamato (Wang y cols., 2006; Petzold y cols.,
2008) 0 su cobertura alrededor de las sinapsis, que parece incrementarse después de una
estimulacion neuronal (Wenzel y cols., 1991; Genoud y cols., 2006; Lushnikova y cols., 2009).

Los astrocitos también pueden cambiar su morfologia en respuesta a procesos
inflamatorios o tras un dafio cerebral (Ridet y cols., 1997; Sofroniew y Vinters, 2010). Ante
estas situaciones adversas se produce la activacion y proliferacion de la glia, fenédmeno
conocido como astrogliosis. Esta hipertrofia que sufren los astrocitos (Escartin y cols.,
2006) normalmente va acompafiada de un incremento en la expresiéon de las proteinas
estructurales GFAP y vimentina (Halassa y Haydon, 2010) que le confieren un aspecto
fibroso.

La formacidn de astroglia reactiva es inducida por cualquier dafio del SNC con el
fin de proteger esa zona de las influencias nocivas procedentes del resto del organismo.

-29 -



Introduccién

Por ello, tras una lesion cerebral se genera una cicatriz glial formada principalmente por
astrocitos fibrosos hipertréficos. Esta cicatriz glial, a pesar de su capacidad de
aislamiento, ejerce efectos perjudiciales para la regeneracion axonal ya que, impide el
restablecimiento de nuevas conexiones (Silver y Miller, 2004). Sin embargo, se ha
demostrado que si tras una lesion se elimina la astroglia reactiva, la entrada de células
inflamatorias a través de la BHE se incrementa, provocando una mayor extension del
proceso inflamatorio y una mayor pérdida neuronal (Pekny y Nilsson, 2005). Es por ello
que actualmente existe controversia acerca de las implicaciones beneficiosas de la

astrogliosis (Robel y cols., 2011).

5.3. Los astrocitos y el control metabdlico

Inicialmente los astrocitos eran consideraron elementos secundarios a las
neuronas, sin embargo en los ultimos afios se ha demostrado su importancia en el
funcionamiento de multitud de procesos fisiolégicos (Freeman, 2010). Las funciones de
los astrocitos en el SNC han sido ampliamente estudiadas en los Gltimos afios, sin
embargo, su implicacion en el control metab6lico es menos conocida.

Los astrocitos tienen una distribucién muy heterogénea, formando parte de la
BHE vy localizandose principalmente en lugares proximos a las neuronas y a los vasos
sanguineos desde donde van a transportar, a través de sus receptores, transportadores y
canales iénicos, iones y otras sustancias procedentes de la circulacion periférica. Estos
nutrientes seran utilizados para su propia supervivencia y para el mantenimiento del
metabolismo neuronal, regulando la homeostasis del espacio extracelular (Fields y
Stevens-Graham, 2002) (Figura 9).

sinapsis

Figura 9. Esquema
de la distribucién
de los astrocitos y
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Sistema  Nervioso
VASO SANGUINEO

Central.

ASTROCITO
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Recientemente se han descrito los astrocitos como sensores lipidicos del SNC (Yi
y cols., 2011), ya que, aunque las cetonas son metabolizadas tanto por los astrocitos como
por las neuronas (Lopes-Cardozo y cols., 1986), el receptor a activador de la proliferacion
de peroxisomas (PPAR«) (Peters y cols., 1997; Berger y Moller, 2002) Y la apolipoproteina E
(apoE) (Boyles y cols., 1985), encargadas de la regulacion del metabolismo lipidico en el

cerebro, se expresan especificamente en estas células gliales.

Otra de las funciones destacadas de los astrocitos en el control metabolico es su
papel en la regulacion del metabolismo glucidico, siendo necesaria una comunicacion
entre astrocitos y neuronas para la utilizacion de la glucosa (Prebil y cols.,, 2011). La
glucosa es una fuente fundamental de energia para las células del SNC (Pénicaud y cols.,
2002) y necesaria para el mantenimiento de la homeostasis durante la actividad sinaptica
(Bak y cols., 2006). En el cerebro ésta molécula es captada por los astrocitos para su
propio metabolismo, pero también la almacenan en forma de glucdgeno con el fin de
regular los niveles de glucosa en el SNC (Mangia y cols., 2009). Ademas, en el hipotalamo
existe una poblacion de neuronas glucosensibles que utilizan la glucosa como una
molécula sefial para regular su actividad neuronal (Wang y cols., 2004; Thorens, 2008). Por
tanto, los astrocitos, principales encargados de regular la cantidad de glucosa disponible
en el medio extracelular (Lamy cols., 2005), seran esenciales para la correcta actividad de
estas y otras neuronas en el SNC. Pero la glucosa no es siempre el principal sustrato
energético del cerebro, ya que, bajo circunstancias particulares, ciertos intermediarios
metabdlicos pueden sustituir a la glucosa y actuar como sustratos alternativos en el
metabolismo energético del cerebro (Magistretti y Pellerin, 1999). Uno de estos sustratos
metabolicos es el lactato que puede ser producido por los astrocitos y utilizado
directamente por las neuronas del SNC (Pellerin, 2005). De modo que, cuando es
requerido, los astrocitos metabolizan sus depositos de glucdgeno pudiendo modificar la
captacion y trasporte de glucosa, y produciendo lactato que serd utilizado por las

neuronas que lo convertiran en piruvato para generar ATP (Pellerin, 2005).

Sin embargo, los astrocitos no sélo son esenciales para el suministro y regulacion
de metabolitos al cerebro, sino que también, estan implicados en la regulacion del
balance energeético del organismo.

Durante el desarrollo de una obesidad exdgena se producen alteraciones metabdlicas
que producen un incremento del metabolismo lipidico y generan la sintesis de cuerpos
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cetdnicos por parte del higado, los cuales seran liberados al torrente sanguineo (Sunny y
cols., 2010). Este exceso de nutrientes altera la permeabilidad de la BHE (Moore y cols.,
1976), lo que permite una mayor entrada de metabolitos (e.g., cetonas, &cidos grasos) que
afectaran a las células del SNC (Moore y cols., 1976), entre ellas los astrocitos. Asimismo,
se ha descrito que este aumento en el transporte de lipidos y otros factores derivados de
este incremento (Schachtrup y cols., 2010) promueven una astrogliosis en el hipotalamo y
otras regiones del SNC (Hsuchou y cols., 2009), € induce un aumento de la expresion de
Ob-R en los astrocitos del hipotalamo (Hsuchou y cols., 2009).

Ademas, los astrocitos también pueden modificar el control metabdlico local
mediante la sintesis de factores troficos tales como BDNF y CNTF (Rudge y cols., 1992; Ip
y cols., 1993; Rudge y cols., 1995), y citoquinas (lannone y Lapadula, 2010) que van a ejercer
sus propios efectos metabdlicos centrales. Igualmente estudios recientes han
demostrado que los ratones transgénicos que sobreexpresan IL-6 en los astrocitos y que
presentan una astrogliosis previa, resultan resistentes a desarrollar una obesidad
inducida por dieta (Hidalgo y cols., 2010), lo que podria explicar la importancia de la
funcionalidad de estas células gliales en el desarrollo de patologias, tales como la
obesidad y/o la resistencia a hormonas metabdlicas.

Por tanto, la obesidad o la ingesta de una dieta rica en grasa induce cambios en la
funcionalidad de los astrocitos, que pueden alterar el transporte de hormonas
metabolicas al cerebro y participar en la activacion de estas células en el hipotalamo lo

que podria afectar al metabolismo energético de todo el sistema (Yiy cols., 2011).
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Hipdtesis

Los astrocitos hipotalamicos desempefian una funcion relevante en la adaptacion
del organismo a los cambios metabolicos, respondiendo a diferentes sefiales circulantes
como la leptina y la ghrelina, y participando en los cambios morfoldgicos y bioquimicos

en el hipotalamo.
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Obijetivos

3. OBJETIVOS

1. Investigar si los cambios metabdlicos inducidos por malnutricion materna
durante la gestacion y la lactancia estdn asociados con cambios en la
organizacion sinaptica y la morfologia de los astrocitos del hipotdlamo en la

descendencia.

2. ldentificar si los efectos inducidos por la ingesta de una dieta rica en grasa en la
etapa adulta estan condicionados por la nutricion materna durante la gestacion

y la lactancia.

3. Determinar el efecto de un aumento prolongado de leptina sobre el metabolismo
energético, la activacion y morfologia de los astrocitos en el hipotalamo, y su
posible implicacion en la remodelacion sinéptica.

4. Analizar y comparar el efecto a corto y largo plazo de la ghrelina y ghrelina
desacilada sobre el metabolismo energético, la activacion y morfologia de los

astrocitos, y su posible implicacién en cambios sindpticos en el hipotalamo.

5. Estudiar la influencia de la leptina y la ghrelina sobre la produccién de

mediadores inflamatorios en el hipotalamo.
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Materiales y Métodos

1. MATERIALES

1.1. Reactivos

Los reactivos generales, de grado analitico, fueron de Merck KGaA (Darmstadt,
Alemania) o Sigma-Aldrich, Inc. (Saint Louis, MO, Estados Unidos), salvo los que se
indican a continuacion.

Los reactivos y productos necesarios para los andlisis por Western blotting,
exceptuando los indicados, se adquirieron en Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hércules, CA,
Estados Unidos).

Los materiales para los cultivos primarios se adquirieron en Falcon (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) y los medios de cultivo se utilizaron de
Gibco (Invitrogen Co., Auckland, Nueva Zelanda).

1.2. Anticuerpos
Los anticuerpos primarios utilizados y las concentraciones empleadas para

Western blotting e inmunohistoquimica se muestran en la Tabla 1.

ANTIGENO MARCA HUESPED | DILUCION | TECNICA
Actina NeoMarlkers raton 1:1000 WB
AgRP Phoenix cobaya 1:1000 IF

Fosfo-STAT 3 (Tyr™%) Cell Signaling conejo 1500 WB
GAPDH Anaspec conejo 1:1000 WB
GFAP Sigma raton 1:1000 WB e IH
GFP Molecular concjo 1 100(?. [FeIH
Probes 1:4000
IL-6 Peprotech conejo 1:1000 WB
PCNA Santa Cruz raton 1:1000 WB
PSD-95 Calbiochem raton 1:1000 WB
Sinapsina-1 Calbiochem conejo 1:1000 WB
Sinaptofisina Thermo conejo 1:1000 WB
Sinaptotagmina Calbiochem raton 1:1000 WB
SNAP-25 Calbiochem conejo 1:1000 WB
Sintaxina Calbiochem conejo 1:1000 WB
STAT3 RD system raton 1:1000 WB
Vimentina Sigma raton 1:1000 WB e IH

Tabla 1. Anticuerpos primarios. WB: Western blotting; IF: Inmunofluorescencia; IH:
Inmunohistoquimica; AgRP: proteina relacionada con agouti; IL-6: interleuquina 6; STAT-3: transductor
de sefial y activador de la transcripcion 3; GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; GFAP:
proteina acidica fibrilar de glia; GFP: proteina verde fluorescente; PCNA; antigeno nuclear de

proliferacion celular; PSD-95: proteina de la densidad postsinaptica 95.
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Compaiiia de los anticuerpos: Anaspec (San José, CA, Estados Unidos); Calbiochem Merck KgaA

(Darmstadt, Alemania); Cell Signaling Technology Inc. (Billerica, MA, Estados Unidos); Molecular
Probes (Eugene, OR, Estados Unidos); NeoMarkers (Fremont, CA, Estados Unidos); Peprotech GmbH

(Colonia, Alemania); Phoenix Pharmaceuticals Inc. (Burlingame, CA, Estados Unidos); RD System
(Minneapolis, MN, Estados Unidos); Santa Cruz (Santa Cruz, CA, Estados Unidos); Thermo Fisher

Scientific (Fremont, CA, Estados Unidos).

Los anticuerpos secundarios empleados fueron los siguientes:

e Anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulina G (IgG) de ratobn o conejo,

conjugados con peroxidasa de rabano (HRP): Pierce Biotechnology (Rockford,
IL, Estados Unidos).

e Anticuerpos de cabra anti-lgG de ratén o conejo, conjugado con biotina: Pierce

Biotechnology.

e Anticuerpos de cabra anti-lIgG de cobaya o conejo, conjugado con Alexa-Fluor-
568 0 Alexa-Fluor-488: Molecular Probes.

1.3. Sondas de expresién

Todos las sondas de expresion empleadas para los estudios de reaccion en cadena

de la polimerasa con transcriptasa reversa a tiempo real (RT-PCR) fueron

proporcionados por Applied Biosystems (Foster City, CA, Estados Unidos) y se

muestran en la Tabla 2.

GEN REFERENCIA
Actina Rn00667869 ml
AgRP Rn01431703 gl
CART Rn00567382 ml
GAPDH Rn99999916 sl
GFAP Rn00566603 ml
GH Rn01495894 gl
GHSR Rn00821417 ml
IL-1B Rn01336189 ml
IL-6 Rn00446190_ml
NPY Rn01410145 ml
ObR Rn01433205 ml
POMC Rn00595020 ml
PGK-1 Rn00821429 g1
TNFou Rn00443258 ml

Tabla 2. Sondas de expresion empleadas para la
reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa a tiempo real (RT-PCR). AgRP: proteina
relacionada con agouti; CART: transcrito regulado por
cocaina y anfetamina; GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa; GFAP: proteina acidica fibrilar de glia;
GH: hormona de crecimiento; GHSR: receptor de
secretagogos de la hormona de crecimiento; IGF-I: factor de
crecimiento similar a la insulina tipo I; IL-1pB: interleuquina
1 B; IL-6: interleuquina 6; NPY: neuropéptido Y; ObR:
receptor de leptina; POMC: pro-opiomelanocortina; PGK1:

fosfoglicerato quinasa 1; TNFa: factor de necrosis tumoral
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2. MODELOS DE EXPERIMENTACION IN VIVO

2.1. Dieta rica en grasa prenatal y postnatal

Todos los ratones utilizados se criaron y mantuvieron en el animalario de la
Universidad de Yale (New Haven, CT, Estados Unidos) en condiciones estandar de 22-
24°C de temperatura, humedad relativa del ambiente entre 50 y 55%, ciclos constantes
de 12 horas de luz-oscuridad y libre disponibilidad de pienso y agua. Los ratones
empleados fueron de la cepa C57B1L6 (Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, Estados
Unidos) que expresaban la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor de
POMC o NPY. El genotipado de los animales se llevo a cabo mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El disefio experimental fue realizado en el laboratorio del Dr. Tamas Horvath,
director del Departamento de Medicina Comparativa de la Universidad de Yale y fue
aprobado por el comité ético de dicha universidad. Todos los animales recibieron un
trato cuidadoso y se procurd emplear el menor numero posible para el estudio

evitandoles un sufrimiento innecesario.

2.1.1. Disefio experimental

Ratones hembra postpuberales (8 semanas de vida) se alimentaron con una dieta
alta o baja en grasa ad libitum durante 6 semanas. La dieta rica en grasa (Rodent Chow
#D12451; Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, Estados Unidos) contenia 4,75
Kcal/g de energia (35% de carbohidratos, 20% de proteina y 45% de grasa), mientras
que, la dieta baja en grasa (dieta normal; Purina Lab Chow #5001; Ralston Purina Co.,
St. Louis, MO, Estados Unidos) contenia 3,3 Kcal/g de energia (59,8% de
carbohidratos, 28% de proteina y 12,1% de grasa). La grasa contenida en la dieta
procedia del aceite de coco y de la soja. Tras 6 semanas, las hembras procedentes de
ambos grupos, fueron prefiadas por machos alimentados durante toda su vida con una
dieta normal. En ese momento, tanto el peso como la glucemia en ayunas eran
significativamente mayores en las hembras alimentadas con una dieta rica en grasa (HF)
gue en hembras alimentadas con una dieta normal (ND) (peso; ND: 23,9 + 0,5 vs HF:
30 £ 1,6g; p<0,005 y glucemia; ND: 130 + 7,6 vs HF: 172,4 + 8,8 mg/dl; p<0,008).
Durante la gestacion y lactancia de las crias las madres se mantuvieron con sus
respectivas dietas. En este estudio solo se utilizaron los machos, los cuales se
sacrificaron transcurridos 1, 24, 60 y 144 dias de vida.
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A los 21 dias las crias fueron destetadas y colocadas en jaulas con una dieta
normal ad libitum. A la mitad de los animales sacrificados a los 144 dias de vida se les
introdujo una dieta rica en grasa (la misma que utilizamos con las madres) en el dia 60
de vida (Figura 10).

MADRES Doy N ey

(8 semanas de vida) Dieta normal (ND) Dieta rica en grasa (HF)
(6 semanas + gestacidn + lactancia) (6 semanas + gestacién + lactancia)

RATONES MACHO A L
(1,24 6 60 dias de vida) s AR

RATONES MACHO  fr e e b
ADULTOS & s Sl s SN L i Y )
(144 dias de vida) - - - . d i

Figura 10. Modelo experimental del efecto de una dieta rica en grasa durante el periodo pre- y/o
postnatal en ratones macho de 1, 24, 60 y 144 dias de vida. ND: madres alimentadas con una dieta
normal; HF: madres alimentadas con una dieta rica en grasa; NDm: ratones procedentes de madres
alimentadas con una dieta normal; HFm: ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta rica en
grasa; nd: dieta normal a partir del dia 60 de vida; hf; dieta rica en grasa a partir del dia 60 de vida. PND:

dia postnatal.

Por tanto, el modelo experimental resulto de la siguiente manera:

A) Grupo de ratones macho de 1 dia de vida constituido por dos grupos en funcion
de la dieta de la madre (n= 6/grupo):

1) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta normal (NDm).

2) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta rica en grasa (HFm).

B) Grupo de ratones macho de 24 dias de vida constituido por dos grupos en
funcién de la dieta de la madre (n= 9/grupo):

1) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta normal (NDm).

2) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta rica en grasa (HFm).

Tras el destete, todos los animales se alimentaron con una dieta normal ad libitum.
C) Grupo de ratones macho de 60 dias de vida constituido por dos grupos en funcion
de la dieta de la madre (n= 8/grupo):

1) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta normal (NDm).

2) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta rica en grasa (HFm).
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Tras el destete, todos los animales se alimentaron con una dieta normal ad libitum.

D) Grupo de ratones macho de 144 dias de vida constituido por cuatro grupos en
funcion de la dieta de la madre y del tipo de dieta durante la etapa adulta (n= 8/grupo):

1) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta normal y alimentados
ad libitum con una dieta normal (NDm/nd).

2) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta normal y alimentados
ad libitum con una dieta rica en grasa a partir del dia 60 de vida (NDm/hf).

3) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta rica en grasa y
alimentados ad libitum con una dieta normal (HFm/nd).

4) Ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta rica en grasa y
alimentados ad libitum con una dieta rica en grasa a partir del dia 60 de vida (HFm/hf).

2.1.2. Genotipado de los ratones transgénicos
A los ratones al nacer se les extrajo el ADN procedente de la cola con el fin de

analizar su genotipo por PCR. Esta técnica nos permitid determinar la presencia o
ausencia de GFP en el promotor de NPY o POMC. Las sondas empleadas fueron:

- Sonda GFP-directa: 5"-AAG TTC ATC TGC ACC ACC G-3".

- Sonda GFP-inversa: 5'-TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG -3".

Los parametros de la reaccion de PCR fueron los siguientes: 30 segundos a 94°C, 1
minuto a 50°C y 1 minuto a 72°C, cada uno durante 35 ciclos.

Finalmente, el resultado de la PCR se analiz6 en un gel de agarosa al 2%.

2.1.3. Control del peso y las glucemias durante el estudio
A todos los animales se les hizo un control del peso, cada 2 6 3 dias, desde el
nacimiento hasta el momento del sacrificio, a excepcion de los que se sacrificaron el dia
1 de vida que se pesaron en el momento del sacrificio. La glucemia fue medida tras 12
horas de ayunas, en los dias 1, 24, 60 y 144 de vida. El glucometro empleado fue el One
Touch Ultra 2, LifeScan INC. (Milpitas, CA, Estados Unidos).

2.1.4. Sacrificio y coleccion de muestras
A. Tejido para congelacion
Para los estudios de RT-PCR los ratones se anestesiaron por inhalacion con
isofluorano (Baxter, Deerfield, IL, Estados Unidos) y se les extrajo el cerebro,
manteniéndolo congelado a -80 °C hasta su empleo.
-39-



Materiales y Métodos

B. Tejido para perfusion

Para los estudios de inmunohistoquimica los ratones se anestesiaron por
inhalacion con isofluorano (Baxter) y perfundieron a través de la arteria aorta (ruta
transcardial) con 100 ml de solucion salina (NaCl al 0,9% en agua destilada), seguido de
100 ml de paraformaldehido (PFA) al 4%, glutaraldehido al 0,1% y acido picrico al
15% en tampon fosfato 0,1 M pH 7,4 (PB). Los cerebros se extrajeron y se mantuvieron
en post-fijacion por inmersion durante 24 horas en fijador sin glutaraldehido. Una vez
fijados, se lavaron tres veces con PB y dos veces con solucion crioprotectora (30% de
etilenglicol, 30% de sacarosa en PB) para finalmente ser almacenados a -15°C hasta su

utilizacion.

2.1.5. Extraccion sérica para la determinacién hormonal
La sangre se extrajo mediante puncion cardiaca antes del sacrificio de los
animales. A continuacidn, se dej6 reposar 1 hora a temperatura ambiente y se centrifugd
a 5000 rpm durante 5 minutos a 4°C para separar el suero, el cual se recolect6 y guardo

a -80°C hasta su utilizacion.

2.2. Tratamiento intracerebroventricular (icv) con hormonas en rata

Se emplearon ratas Wistar macho jovenes, de 250 gramos (g) de peso,
procedentes de Harlan Iberica S.A. (Barcelona, Espafia). En el animalario de la
Universidad Complutense de Madrid se mantuvieron en condiciones estandar de 22-
24°C de temperatura, humedad relativa del ambiente entre 50 y 55%, ciclos constantes
de 12 horas de luz-oscuridad y se alimentaron con pienso artificial equilibrado para
roedores que contenia 2,9 Kcal/g de energia (60% de carbohidratos, 16,1% de proteina
y 3,1% de grasa) (Panlab A04, Barcelona, Espafia) y libre disponibilidad de agua. Todos
los experimentos fueron aprobados por el comité local (Real Decreto 1201/2005,
Boletin Oficial del Estado n°. 252) y se procuré emplear el menor nimero de animales
posible en cada disefio experimental. Los animales operados recibieron un trato
cuidadoso y se procurd evitarles un sufrimiento innecesario. Todos los animales se
anestesiaron antes de cualquier intervenciéon quirargica. El estado de sedacion se
determind como la ausencia de reflejo de retirada en respuesta a un estimulo tactil en la

cola y la planta del pie y ausencia del reflejo palpebral al estimular la superficie del ojo.
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2.2.1. Implantacion de canulas icv asociadas a minibombas osméticas

Tras 2 semanas de acondicionamiento en el animalario, los animales se
anestesiaron con un combinado de ketamina (0,08 ml/100 g de peso de la rata)
(Imalgene 1000, Merial, Lyon, Francia) y xilacina (0,04 ml/100 g de peso de la rata)
(Rompun, Bayer, Kiel, Alemania) via intraperitoneal (ip). A continuacion, se colocaron
en un aparato estereotadxico Kopft, con la barra de los dientes incisivos situada en la
posicion de -3,5 mm. Se tomaron las coordenadas estereotaxicas de acuerdo con el atlas
de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1986). Despues de rasurar y limpiar la zona con
etanol, se realiz6 una incisién con bisturi en el cuero cabelludo y se practicé una
trepanacion longitudinal en el crdneo con una broca. Las coordenadas empleadas fueron
0,16 mm lateral y 0,08 mm posterior al bregma. Con unas tijeras de punta roma se abrio
un canal subcutaneo por la zona de la espalda y se colocé la bomba con unas pinzas de
hemostasia. Seguidamente se desplazo la canula de la bomba de forma que el infusor de
la misma quedara en contacto con el orificio realizado en el craneo. Finalmente, se
afiadid cemento dental para que no se desplazara el infusor y se sutur6 la piel de la
cabeza con seda trenzada. La bomba empleada fue una mini-bomba osmédtica
procedente de Alzet DURECT Co. (Cupertino, CA, Estados Unidos) con una velocidad
de infusion de 12 pl/dia.

2.2.1.1. Disefio experimental: Modelo de infusion cronica icv de hormonas
Todos los animales se sometieron a la implantacién de canulas asociadas a
minibombas osm@ticas que contenian los distintos tratamientos y tras la operacion se
colocaron en jaulas (dos animales/jaula). Tras 14 dias de tratamiento, todos los animales

se sacrificaron por decapitacion o perfusion (Figura 11).

Implantacién de canulas Jev

=3 asociadas a minibombas Figura 11. Modelo
V) osméticas

‘ l experimental de infusién
intracerebroventricular
) —

Ratas Wistar macho 0 Dios 14 (icv) crénica de hormonas

adultas (250g) durante 14 dias en ratas

w Y macho adultas.
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Tratamientos:

A) Para analizar el efecto cronico y central de la leptina (Sigma) se utilizaron los
siguientes grupos:

1) Grupo control (Ct; n=6): ratas a las que se les implantd canulas icv asociadas a
bombas osmaticas que infundieron solucién salina (vehiculo) durante 14 dias.

2) Grupo leptina (Lep; n=6): ratas a las que se les implanté cénulas icv asociadas a
bombas osméticas que infundieron leptina a una dosis de 15 pg/dia durante 14 dias.

B) Para analizar el efecto crénico y central de la ghrelina y la ghrelina desacilada
(ANASPEC) se utilizaron los siguientes grupos:

1) Grupo control (Ct; n=16): ratas a las que se les implanté canulas icv asociadas a
bombas osmaticas que infundieron solucién salina (vehiculo) durante 14 dias.

2) Grupo ghrelina (G; n=16): ratas a las que se les implant6 canulas icv asociadas a

bombas osméticas que infundieron ghrelina a una dosis de 5 pg/dia durante 14 dias.
3) Grupo ghrelina pair-fed (G pair fed; n=8): ratas a las que se les implant6 canulas

icv asociadas a bombas osméticas que infundieron ghrelina a una dosis de 5 pg/dia
durante 14 dias y a las que se les permiti6 comer diariamente, como maximo, la
cantidad de pienso que consumia el grupo control el dia anterior.

4) Grupo ghrelina desacilada (DG; n=16): ratas a las que se les implanté canulas icv

asociadas a bombas osméticas que infundieron ghrelina desacilada a una dosis de 5
pg/dia durante 14 dias.

Durante todo el estudio a los animales se les permitié comer pienso y agua ad
libitum, a excepcion del grupo de ghrelina pair fed al que se le restringié la ingesta

solida.

2.2.2. Implantacion de canulas icv
El procedimiento para la incorporacion de las canulas icv fue exactamente igual al
descrito en el apartado anterior (2.2.1.), a excepcién, en este caso, de la implantacion
solo de la canula. No se realizd el canal subcutaneo para la bomba sino que una vez
realizado el orificio en el craneo, éste se sellé con el infusor de la canula dejando el otro
extremo de la misma con acceso desde el exterior.
2.2.2.1. Disefio experimental: Modelo de infusion aguda icv de hormonas
Tras la implantacion de canulas icv, los animales se colocaron durante 24 horas en
jaulas individuales para evitar que pudieran acceder a las canulas y para favorecer su
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recuperacion. Posteriormente se les administré una dosis de 7 pl del tratamiento
mediante una microjeringa procedente de Hamilton Co (Reno, NV, Estados Unidos).
Una hora después de la administracion, todos los animales se sacrificaron por

decapitacion o perfusion. (Figura 12).

canulas jev TRATAMIENTOS experimental de infusion

( E \ g ﬂ .' intracerebroventricular
Ratas Wistar macho € —> 0 1hora
dultas (250g) 24 horas de recuperacion
adu 9 en ratas macho adultas.

/‘*? Implantacién de Figura  12.  Modelo
,os

(icv) aguda de hormonas

Tratamientos:

A) Para analizar el efecto agudo y central de la ghrelina y la ghrelina desacilada
(ANASPEC) se utilizaron los siguientes grupos:

1) Grupo control (Ct; n=12): ratas a las que se les inyect6 icv el vehiculo (salino) y
trascurrida 1 hora se sacrificaron.

2) Grupo tratado con ghrelina (G; n=12): ratas a las que se les inyect6 icv ghrelina a

una dosis de 0,4 pg/pl y trascurrida 1 hora se sacrificaron.

3) Grupo tratado con ghrelina desacilada (DG; n=12): ratas a las que se les inyecto

icv ghrelina desacilada a una dosis de 0,4 pg/pl y trascurrida 1 hora se sacrificaron.

2.2.3. Control de peso, ingesta y niveles de glucosa en sangre
En los estudios de tratamiento con hormonas todos los animales se sometieron a
un control de peso, ingesta y glucemia. En el caso del modelo crénico con ghrelina y
ghrelina desacilada se midieron cada 2 dias, en el modelo agudo con esta hormona antes
del tratamiento y en el sacrificio, y en los animales tratados con leptina Gnicamente se
midié el peso y la glucemia cada 2 dias. Los niveles de glucosa en sangre se midieron
utilizando un glucometro (Glucocard Memory 2; Menarini Diagnostic, Florencia,

Italia).
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2.2.4. Sacrificio y coleccion de muestras
A. Tejido para congelacién
Para los estudios de Western blotting, RT-PCR e inmunohistoquimica (en el
modelo in vivo de infusién cronica con leptina) las ratas se sacrificaron con guillotina y
se les extrajo el cerebro, el cual se mantuvo congelado a -80 °C hasta su empleo.
B. Tejido para perfusion
Para los estudios de inmunohistoquimica en el modelo in vivo de infusion crénica
y aguda de ghrelina y ghrelina desacilada, las ratas se anestesiaron profundamente con
5% de pentobarbital sédico (Sigma) y se perfundieron a través de la arteria aorta (ruta
transcardial) con 200 ml de solucion salina (0,9 % NaCl en agua destilada), seguido de
200 ml de PFA al 4% en PB. Los cerebros se extrajeron y se mantuvieron, bajo las

condiciones descritas anteriormente (apartado 2.1.4.B), hasta su utilizacion.

2.2.5. Extraccion sérica para la determinacion hormonal
Se separd el suero de la sangre procedente del tronco o del corazén del animal,
bajo las condiciones descritas en el apartado 2.1.5., guardandose a -80°C hasta su

utilizacion.

3. MODELOS DE EXPERIMENTACION IN VITRO

Para los estudios in vitro se emplearon cultivos primarios de astrocitos

hipotaldmicos obtenidos a partir de ratas Wistar macho de dos dias de vida. Todos los
animales empleados procedian de madres criadas y cruzadas en el animalario de la

Universidad Complutense de Madrid bajo las condiciones descritas en el apartado 2.2.

3.1. Disefio experimental: Cultivos primarios de astrocitos hipotalamicos

Los hipotalamos procedentes de ratas macho de 2 dias de vida se aislaron y
homogenizaron en Medio de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) y Ham F-12
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Linus, Cultek SLU, Madrid,
Espafia) y 1% de antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml) bajo
condiciones de esterilidad. Seguidamente se centrifug6 a 1000 rpm durante 7 minutos y
se resuspendido el pellet de células hipotalamicas en medio de cultivo nuevo. A
continuacion, se afiadio 1 ml de células resuspendidas en 9 ml de medio de cultivo por
cada flask de crecimiento de 75 cm?® siendo mantenidas en unas condiciones de 37°C,
5% de CO, y 95% de humedad en un incubador de cultivos (Rasmussen y cols., 1990).
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Durante esos dias se realizaron cambios periodicos (cada 2-3 dias) del medio de cultivo
para su correcto mantenimiento. Al decimo dia se colocaron los flasks en un agitador
(S1-300, Jeoi Tech, Medline Scientific, Oxon, Reino Unido) a una temperatura de 37°C
y a una velocidad constante de 280 rpm durante 6 horas para favorecer la eliminacion de
oligodendrocitos y microglia. A continuacion, el medio de cultivo se retird y las células
que estaban todavia adheridas a la superficie del flask (poblacion astrocitaria > 95%) se
lavaron dos veces con tampon fosfato salino (PBS) y se levantaron en suspension con 1
ml de tripsina al 0,05% y acido etilendiaminotetraacetico (EDTA) al 0,02% (Biochrom
AG, Cultek S.L, Madrid, Espafa) durante 2 minutos a 37°C. Tras la tripsinizacion, las
células se recogieron en medio de cultivo y se centrifugaron a 1150 rpm durante 5
minutos. El pellet se recogio en 1ml de medio de cultivo donde la concentracion celular
fue determinada mediante la utilizacion de un hemocitdmetro y posteriormente se
sembraron en placas previamente tratadas con poly-L-lysine hydro-bromide (10 pg/ml,
Sigma). Para los estudios por Western Blotting se utilizaron placas de 60x15 mm (p60),
sembrando 4,35x10° células/placa, mientras que para los estudios por RT-PCR se
emplearon placas de 100x20 mm (p100), sembrando 10° células/placa. Tras 24 horas en
el incubador, las placas se lavaron 2 veces con PBS y se mantuvieron otras 24 horas con
medio de cultivo sin suero (DMEM-F12 + 1% de antibio6ticos). Finalmente se afiadieron
los tratamientos y tras de 1, 6 0 24 horas las células se recogieron y se lisaron (Figura
13).

TRATAMIENTOS

SIEMBRA
‘ ANADIR MEDIO SIN SUERO
- 8- .
24h

T § o8 8§
Lisado celular
(WB y PCR cuantitativa)

Cultivos primarios de
astrocitos hipotaldmicos

Figura 13. Modelo experimental del efecto in vitro de distintos tratamientos hormonales en los cultivos

primarios de astrocitos hipotaldmicos. WB: Western blotting; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Tratamientos:
Los cultivos primarios de astrocitos hipotalamicos se trataron durante 1, 6 6 24

horas con leptina (National Hormone & Pituitary Program, Torrance, CA, Estados
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Unidos), ghrelina o ghrelina desacilada (ANASPEC). Previamente se optimizé la dosis
y se establecieron los siguientes grupos:

Respuesta in vitro a la leptina:

1) Control: células tratadas con solucién salina (vehiculo) durante 1 (Ctlh), 6 (Ct6h)
0 24 (Ct24h) horas.

2) Tratamiento con leptina: células tratadas con leptina a una dosis de 10 6 100 ng/mi
durante 1 (Leplh), 6 (Lep6h) 6 24 (Lep24h) horas.

Respuesta in vitro a la ghrelina o ghrelina desacilada:

1) Control: células tratadas con vehiculo (salino) durante 1 (Ctlh), 6 (Ct6h) 6 24
(Ct24h) horas.

2) Tratamiento con ghrelina: células tratadas con ghrelina a una dosis de 100 nM
durante 1 (G1h), 6 (G6h) 6 24 (G24h) horas.

3) Tratamiento con ghrelina desacilada: células tratadas con ghrelina desacilada a
una dosis de 100 nM durante 1 (DG1h), 6 (DG6h) 6 24 (DG24h) horas.

Todos los experimentos se repitieron un minimo de 4 veces y dentro de cada

ensayo los tratamientos se hicieron por triplicado.

3.1.1. Procesamiento de las muestras
En los estudios in vitro, una vez afiadido el tratamiento, todas las placas se lavaron
tres veces con PBS y se procesaron para Western blotting y RT-PCR (ver a

continuacion apartado 4.8.y 4.9.).

4. PROTOCOLOS GENERALES

4.1. Radioinmunoensayo (RIA) para la determinacion de la ghrelina total y

acilada

Se realiz6 una cuantificacion de la ghrelina total y acilada presente en el suero de
los animales segun el protocolo del fabricante (Linco Research, St. Charles, MO,
Estados Unidos), consistente en un ensayo de desplazamiento de la hormona de las
muestras por un trazador marcado radiactivamente. Brevemente, en tubos de
borosilicato se mezclaron el tampdén de ensayo, las muestras y el anticuerpo, anti-
ghrelina o anti-ghrelina acilada, y se incubo 24 horas a 4°C. El trazador, en concreto
ghrelina marcada con 1, se afiadi6 a los tubos y se incubé nuevamente 24 horas a 4°C.
Por ultimo, se afiadio el agente precipitante y se incub6 nuevamente a 4°C durante 20
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minutos, tras los cuales se centrifugaron las muestras a 4725 rpm 20 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes resultantes se retiraron y se procedio a medir las cuentas por minuto
presentes en los precipitados en un contador de radiacion gamma (Packard, Canberra,
Australia). La sensibilidad de este método es de 93 pg/ml para el ensayo de ghrelina
total, con unos coeficientes intraensayo e interensayo de 6,4% y 16,3%,
respectivamente; y de 7,8 pg/ml para el ensayo de ghrelina acilada, con unos
coeficientes intraensayo e interensayo de 7,4% y 13,4%, respectivamente.

4.2. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la
determinacion de insulina y leptina
Siguiendo las instrucciones del fabricante (Linco Research), se procedié de un
modo analogo para la cuantificacion de ambas hormonas. Brevemente, se afiadid
tampon de ensayo a los pocillos de las placas y se afiadieron las muestras. En el caso de
la leptina, se realiz6 una incubacion de 2 horas a temperatura ambiente con una solucién
antisérica que permitié la union del antigeno con el anticuerpo, lavando después. El
resto del protocolo fue comdn. Se afiadid la solucién con el anticuerpo correspondiente
biotinilado (anti-IgG o anti-insulina de rata o raton), se incub6 90 minutos a temperatura
ambiente y se lavd. Tras los lavados, se agrego la solucién con estreptavidina conjugada
con peroxidasa, se incub6 30 minutos a temperatura ambiente y se lavé. Por ultimo, se
afiadié el sustrato de la peroxidasa y se detuvo la reaccion con acido cuando la
absorbancia de las muestras alcanzé las 1,2 unidades de densidad optica al medirla a
370 nm. Por ultimo, se procedio a la lectura de los resultados con un espectrofotometro
Tecan Infinite M200 (Salzburgo, Austria) a 450 nm y 590 nm como referencia.

4.3. Obtencion de las secciones de cerebro
4.3.1. Criostato
Los cerebros sin perfundir, congelados a -80°C, se atemperaron a -15°C en la
camara del criostato (Leica CM1900, Madrid, Espafia) durante 45 minutos. Tras este
periodo, se realiz6 un corte para eliminar el rombencéfalo y otro corte, anterior al
quiasma Optico, para eliminar la corteza cerebral anterior al hipotalamo. Los cerebros se
adhirieron al portamuestras del criostato con un compuesto para el corte a temperatura
optima (OCT) (Tissue Tek, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, Estados
Unidos), por la region posterior, y se procedio a desbastar el tejido hasta alcanzar el
hipotalamo a la altura de la union de los dos nervios dpticos en el quiasma. A partir de
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este momento, se recogieron las secciones, de 20 um de grosor, en portaobjetos
Superfrost cargados positivamente (Erie Scientific Co., Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, Estados Unidos). Las secciones se almacenaron a -80°C hasta su

utilizacion.

4.3.2. Vibratomo

Los cerebros perfundidos, almacenados a -15°C, se atemperaron y se lavaron con PB
para eliminar los restos de solucién crioprotectora. A continuacion, se cortaron a un
grosor de 40 (rata) 6 50 (ratén) um con un vibratomo Leica VT1000S (Heidelberg,
Alemania). Para ello los cerebros se colocaron de forma que, una vez eliminado el
rombencéfalo y la parte anterior al hipotadlamo, quedaran adheridos al portaobjetos del
vibratomo por su regién mas posterior. Las secciones empezaron a ser recogidas cuando
se alcanzo6 el hipotalamo en PB, almacenandose hasta su uso a -15°C en solucién

crioprotectora.

4.4. Inmunohistoquimica para GFAP o vimentina en el hipotalamo

La inmunohistoquimica se llevo a cabo en flotacidn, en secciones coronales de
cerebro obtenidas a partir del vibratomo, y sobre portaobjetos en secciones cortadas en
congelacion en el criostato. Las incubaciones con los anticuerpos y los lavados en
flotacion se realizaron en agitacion moderada, utilizando una solucién de lavado. Esta
solucion estaba compuesta por Triton X-100 al 0,3 % y albumina sérica bovina (BSA)
al 0,3% en PB. En primer lugar, las secciones congeladas, que se encontraban adheridas
a portaobjetos, se fijaron 15 minutos a temperatura ambiente con PFA al 4% en PB.
Salvo este paso, los dos tipos de tejido, congelado y perfundido, siguieron el mismo
protocolo. Brevemente, las secciones de tejido se incubaron en solucién de lavado con
3% de peroxido de hidrogeno (H,O;) y 30% de metanol, durante 30 minutos a
temperatura ambiente para inhibir la actividad peroxidasa enddgena del tejido. A
continuacion, se lavaron profusamente con solucién de lavado y se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente en solucién de blogueo (Triton X-100 al 3% y BSA al 3%
en PB). Seguidamente se afiadi6 el anticuerpo primario que detectaba la proteina GFAP
0 vimentina en solucién de bloqueo con un suplemento de 3% de suero de cabra (NGS)
durante 48 horas a 4°C. Tras el periodo de incubacién con el anticuerpo primario, se
realizaron lavados y se incubd el tejido durante 2 horas con el anticuerpo secundario
correspondiente unido a biotina (1:1000) a temperatura ambiente. Seguidamente se
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procedio a lavar tres veces y se afiadié el complejo de avidina-biotina peroxidada (ABC;
Pierce Biotechnology) diluido 1:500 en solucion de lavado con 5% de BSA. El producto
de reaccién de la peroxidasa se reveld incubando las muestras en una solucién de
diaminobencidina (DAB) al 0,03% (Sigma) y H,O, al 0,01% en PB. A continuacion, las
secciones en flotacion se montaron en portaobjetos previamente cubiertos con poly-L-
lisine hydro-bromide (50 pg/ml; Sigma) y se deshidrataron. Por ultimo, todas las
muestras se cubrieron con un cubreobjetos utilizando DEPEX (BDH Laboratory
Supplies, Poole, Reino Unido) para ser observadas con un microscopio Optico Leica
(DMRB-E, Heidelberg, Alemania). Los ensayos incluian tejidos de animales de todos
los grupos experimentales, y se incubaron en paralelo incluyendo controles negativos

para excluir el marcaje inespecifico.

4.4.1. Analisis cuantitativo y morfolégico de las células de GFAP en el ARC

Se utilizaron 5 secciones por animal distribuidas a lo largo del ARC. Se tomd
como coordenadas 2,3 — 3,3 mm del bregma de acuerdo con el atlas esterotaxico del
cerebro de la rata realizado por Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1986). Se analizaron
50 campos por animal empleando el objetivo 40X del microscopio éptico (Leica). Las
imagenes se realizaron con una camara digital (JAI corporation, modelo CV-S3200,
Japdn) y se procesaron mediante el uso del software Image-Pro Plus version 5.0 (Media
Cybernetics Inc, Silver Spring, MD, Estados Unidos). A continuacion, se procedio al
contaje del nimero de células inmunoreactivas para GFAP (GFAP+) por campo
analizado (ver Tabla 3), el nUmero de proyecciones que presentaba cada una de ellas y
la longitud de las mismas mediante el uso del programa Image J (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, Estados Unidos). Todos los estudios cuantitativos y

morfomeétricos se realizaron sin conocer la procedencia de las muestras experimentales.

Cuantificacion del nimero de células GFAP+ /campo Area de campo
Dieta rica en grasa durante el periodo pre-y/o postnatal (ver apartado 2.1.1) 26 mun?
Tratamiento cronico 7cv con leptina (ver apartado 2.2.1) 19.5 mm?
Tratamiento agudo v cronico icv con ghrelina y ghrelina desacilada (ver apartado 2.2.1y 2.2.2) 18,1 mu?

Tabla 3. Area del campo empleado para el analisis del nimero de células inmunoreactivas para la
proteina acidica fibrilar de glia (GFAP+) en el ndcleo arcuato del hipotadlamo. icv: tratamiento

intracerebroventricular.
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4.4.2. Analisis de inmunoreactividad para vimentina en el ARC

Se analizaron 5 secciones por animal distribuidas a lo largo del ARC. Se
tomaron las mismas coordenadas que en el apartado anterior (apartado 4.4.1) y se
analizaron 15 campos por animal (area de campo: 100um x 100um) empleando el
objetivo 40X del microscopio Optico (Leica). Las imagenes se realizaron con una
camara digital (JAI corporation) y se procesaron mediante el uso del software Image-
Pro Plus version 5.0 (Media Cybernetics). A continuacion, se procedio al andlisis de
inmunoreactividad para vimentina en el ARC mediante dos métodos. En el modelo in
vivo de infusion cronica con leptina se cuantificd el namero de fibras positivas para
vimentina por campo analizado que se proyectaban perpendiculares al 3V (numero de
fibras/1000 pm?). Mientras que, en el modelo in vivo de infusién aguda con ghrelina y
ghrelina desacilada, se cuantifico la densidad total de inmunoreactividad para vimentina
por campo analizado del ARC (unidades/pum>).

Para ambos analisis se empled el programa Image J y se excluyé para el analisis
la linea de cuerpos celulares inmunoreactivos para esta proteina que tapizan el 3V.
Todos los estudios cuantitativos se realizaron sin conocer la procedencia de las muestras

experimentales.

4.5. Inmunohistoquimica para GFP en el hipotalamo

La técnica de inmunohistoquimica se llevo a cabo en flotacién, en secciones
coronales de cerebro de raton (50 um) que contenian el ARC. Brevemente, las secciones
se lavaron con PB y se congelaron 3 veces en nitrogeno liquido con solucion
crioprotectora. Seguidamente, las secciones se lavaron profusamente y se incubaron con
H.0, al 1% en PB durante 20 minutos a temperatura ambiente y agitacién suave. Tras
inhibir la actividad peroxidasa enddgena se lavaron de nuevo y se incubaron con el
anticuerpo primario para GFP durante 48 horas a 4°C. Tras el periodo de incubacion con
el anticuerpo primario, se realizaron lavados y se incubo el tejido durante 2 horas con el
anticuerpo secundario unido a biotina a temperatura ambiente. A continuacion, se
procedio a lavar tres veces y se afiadio el complejo ABC en PB. El producto de reaccion
de la peroxidasa se revel6 incubando las secciones en una solucién de DAB al 0,03% y
H.O, al 0,01% en PB. Una vez revelada la peroxidasa se lavé y afiadid tetradxido de
osmio al 1% en PB durante 15 minutos. Seguidamente, se deshidraté con alcoholes y se
afiadi6 acetato de uranilo al 1% y etanol al 70% con el fin de incrementar el contraste
ultraestructural del tejido. Tras la deshidratacion las secciones se incluyeron en
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Durcupan y se cortaron ultrafinas en un microtomo (Leica Microsystem Inc.,
Bannockburn, IL, Estados Unidos). Finalmente, los cortes ultrafinos del ARC se
coleccionaron en minirejillas pretratadas con Formvar y se analizaron con el
microscopio electronico (ME) Tecnai 12 Biotwin (Hillsboro, OR, Estados Unidos). Los
experimentos incluian tejidos de animales de todos los grupos experimentales, y se

incubaron en paralelo, sin conocer el grupo experimental al que pertenecian.

4.5.1. Analisis del perimetro y la cobertura glial de las células de NPY o POMC en

el ARC

Para estos andlisis se utiliz6 microfotografias (objetivo de 11500X) procedentes del
ME, a partir de tejido tefiido con células inmunoreactivas para GFP. Se cuantifico el
perimetro de las células y la cobertura glial de la membrana plasmatica de dichas células
usando el programa Image J. En primer lugar se midié el perimetro en micras de la
membrana plasméatica de la célula inmunoreactiva que se iba a analizar para,
seguidamente, determinar qué proporcion de ese perimetro estaba en contacto directo con
la superficie astrocitaria (um). Los resultados se expresaron como cobertura astocitica en

micras por cada 100 um de membrana de la célula inmunoreactiva analizada.

4.6. Doble inmunofluorecencia para GFP y AgRP

Se emplearon secciones de tejido en flotacion que se lavaron con PB y se
incubaron con BSA al 3%, Triton X-100 al 1% en PB durante 2 horas a temperatura
ambiente. Tras este paso, las secciones se mantuvieron toda la noche a 4°C en agitacion
suave con los anticuerpos primarios para GFP y AgRP. Al dia siguiente se lavaron e
incubaron en oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados con distintos fluorocromos en una dilucién
1:500. Los experimentos incluian tejidos de animales de todos los grupos
experimentales y se incubaron en paralelo. Para identificar las concentraciones optimas
de los distintos anticuerpos empleados se realizaron previamente distintas pruebas de
concentracion, eligiendo concentraciones que presentaban un marcaje especifico y que
mostraron el menor fondo inespecifico. En cada ensayo se incluyeron controles
negativos, los cuales carecian de inmunofluorescencia. Para la visualizacion de la
inmunofluorescencia se utilizé un microscopio confocal de fluorecencia Axioplan 2

Imaging (Carl Zeiss Microlmaging LLC., Thornwood, NY, Estados Unidos).
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4.6.1. Cuantificacion del nimero de contactos de AGRP en la membrana de las células
de POMC en el ARC
Para este estudio se utilizaron secciones del ARC doblemente tefiidas con GFP
(verde) y AgRP (rojo). Se fotografiaron 5 campos (68 pum x 54 pm) por animal con el
objetivo de 100X (microscopio confocal). En primer lugar se midi6 el perimetro en
micras de las células inmunoreactiva (GFP) y, posteriormente, se estimé el nimero de
puntos rojos (AgRP) que se encontraban en contacto directo con la membrana plasmatica
de la célula analizada. Los resultados de este estudio se expresaron como numero de

contactos AgRP por cada micra de membrana celular analizada.

4.7. Obtencion de la fraccion proteica total
4.7.1. Tejido
Los hipotalamos procedentes de los cerebros congelados a -80°C, se aislaron
teniendo en consideracion las siguientes directrices: 1) realizacion de un corte en la
parte anterior del cerebro a la altura del quiasma Optico; 2) una seccién posterior al
hipotdlamo y anterior a los cuerpos mamilares; 3) dos cortes sagitales paralelos a los
ventriculos laterales y, finalmente, 4) un ultimo corte que se realiz6 dorsalmente a la
altura de la comisura anterior (Glowinski e Iversen, 1966). Inmediatamente después, los
hipotalamos se homogenizaron en 500 ul de buffer de lisis que contenia PBS, Triton X-
100 1%, dodecil sulfato sodico (SDS) 0,1%, azida sédica 0,5%, deoxicolato sédico
0,5%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM vy una pastilla de coctel de
inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Los
homogenizados resultantes se congelaron 24 horas a -80°C y a continuacion, se
centrifugaron a 14000 rpm a 4°C. Seguidamente, se recogieron los sobrenadantes que
constituyeron la fraccion proteica total, y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.
La concentracion de proteinas de las muestras se midié mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Brevemente, cada muestra diluida en agua se mezcl6 con el reactivo
concentrado (Bio-Rad Laboratories), segun las indicaciones del fabricante. La mezcla se
agitd y se dejé reposar 5 minutos a temperatura ambiente, midiendo después la
absorbancia a 595 nm con un espectrofotémetro Tecan Infinite M200. La recta patron se
realizo con concentraciones de 0-25 pg de BSA.
4.7.2. Cultivos celulares
Tras los correspondientes tratamientos, las células sembradas en placas p60 se
lavaron 2 veces con PBS y se lisaron en 200 pl de buffer de lisis (ver apartado 4.7.1.).
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Se recogieron las celulas y se congelaron a -80°C un minimo de 24 horas. Se
centrifugaron a 14000 rpm durante 20 minutos y los sobrenadantes resultantes se
congelaron nuevamente a -80°C. Una vez congeladas las muestras se introdujeron en un
liofilizador 24 horas y, posteriormente, se resuspendieron en 22 ul de buffer de lisis y
almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. La concentracion proteica de las muestras se

midié mediante el método de Bradford (ver apartado 4.7.1.).

4.8. Western blotting

Se utilizé una cantidad correspondiente a 10-40 ug de proteina (homogenizado de
tejido o cultivo celular) que se mezcl6 con tampdn 2X de Laemmli (Tris-HCI 0,5M pH
6,8; glicerol 12,5%, SDS 10% y azul de bromofenol 10%). La mezcla se hirvié durante
5 minutos y se separaron las distintas proteinas en funcion de su peso molecular
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (8-12%) en condiciones
desnaturalizantes. Las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilo
(PVDF; Bio-Rad Laboratories) a 350 mA, durante 90 minutos. Las membranas se
tifieron de rojo Ponceau para comprobar que las proteinas se transfirieron correctamente
y para realizar las correcciones de la carga en los pocillos si fuera necesario. A
continuacion, se destifieron con acido acetico 10% y se bloquearon 2 horas a
temperatura ambiente en una solucién de T-TBS (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 0,1 M;
Tween 20 0,1%) con 5% de leche en polvo desnatada o BSA 5% en el caso de proteinas
fosforiladas. Seguidamente, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes en tampon de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Tras tres lavados
con T-TBS de 20 minutos, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con peroxidasa en tampén de bloqueo con 5 % de leche en
polvo desnatada durante 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de
20 minutos con T-TBS. Finalmente, la actividad peroxidasa se visualizd por
quimioluminiscencia (Perkin Elmer Life Science, Boston, MA, Estados Unidos) y la
cuantificacion se llevo a cabo mediante el uso del programa Gel Logic 1500 Image
analysis system (KODAK, Rochester, NY, Estados Unidos). Los resultados de cada
ensayo se normalizaron con la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de expresion constitutiva en las células, a excepcion del modelo in vivo de
exposicion cronica icv con leptina y el modelo in vitro en respuesta a la ghrelina, en los

cuales se empleo el Ponceau.
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4.9. Extraccion y purificacion del ARN

Para la extraccion de ARN de los tejidos se aislaron los hipotalamos en hielo y en
condiciones de esterilidad, siguiendo las directrices indicada en el apartado 4.7.1. En el
caso de los cultivos celulares, el ARN se extrajo directamente de las células adheridas a
las placas p100 que previamente habian sido lavadas con PBS. La fraccion de ARN
total se extrajo mediante el método comercial Trizol Reagant de acuerdo a las
condiciones establecidas por el fabricante (Invitrogen) y siguiendo el protocolo descrito
por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987). EI ARN obtenido se cuantificd
mediante espectrofotometria de alta sensibilidad (Nanodrop, Termo Scientific,
Wilmington, DE, Estados Unidos).

4.10. RT-PCR

Los niveles relativos de ARN mensajero (ARNm) se cuantificaron a partir de
muestras celulares o de tejido mediante RT-PCR. Brevemente, el ADN complementario
(ADNC) se sintetiz6 a partir de 1 6 2 pg de ARN total de cada muestra mediante la
reaccion en cadena de transcriptasa reversa (high capacity cDNA reverse transcription
kit, Applied Biosystems) que se llevo a cabo en un termociclador (Tetrad 2 Peltier
Thermal Cycler, Bio-Rad). La cadena de ADNc generada se amplificé para cada gen
con una sonda especifica TagMan Master Mix Universal PCR (Applied Biosystems) en
un termociclador (ABI Prism 7500 Thermal Cycler, Applied Biosystems) siguiendo las
instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). Cada muestra se amplificd por
duplicado. Para normalizar los valores de expresién de cada gen con respecto al
contenido total de ADNCc, los valores se compararon con los de GAPDH, empleado
como control enddgeno en los cultivos celulares, o los del fosfoglicerato quinasa 1 (PGK
1) en el caso de utilizar tejido hipotalamico. El analisis de los datos de expresion génica
relativa se realizd6 comparando los valores ACt con respecto al gen control, obteniendo

los resultados calculando el logaritmo en base 2 “*“* (Livak y Schmittgen, 2001).

4.11. Estadistica
Las muestras procedentes de cada animal o cultivo celular se analizaron por
separado. En los ensayos de Western blotting y RT-PCR se normaliz6 con respecto a los
valores control de cada gel o ensayo. Para todas las pruebas empleadas se utilizo el
programa estadistico SPSS version 13.0. Se aplicaron pruebas paramétricas a las
muestras que cumplian los requisitos de normalidad y homocedasticidad (igualdad de
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varianzas). La igualdad de varianzas se determino con un valor de estadistico de Levene
que ofreciera una p>0,05. Para varianzas homogéneas se procedidé de la siguiente
manera: los experimentos que comparaban solo 2 grupos, se analizaron con la prueba T
de Student de dos colas. Los experimentos que incluian mas de 2 grupos experimentales
se analizaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) de una via. En caso de que
resultara significativa la prueba, se detallaron las diferencias entre parejas de muestras
con comparaciones post hoc, mediante el test de Bonferroni.

Para comparar dos variables como el efecto del tiempo y el tratamiento hormonal o
para determinar el efecto de la dieta de la madre y el cambio de dieta en la etapa adulta,
empleamos una ANOVA de dos vias, obteniendo el nivel de interaccion entre las dos
variables y después se procedié al andlisis de cada variable por separado en una
ANOVA de una via o de medidas repetidas en el andlisis de cambios de peso.
Finalmente todos los datos se mostraron como el valor de la media y las barras de error
representaron el error estandar de la media (SEM). El nivel de significacion estadistica
se establecio tomando siempre valores de la p menores de 0,05.
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Resultados

1. Respuesta a una dieta rica en grasa durante la etapa pre- y/o

postnatal en ratones macho

La ingesta de una dieta rica en grasa produce alteraciones metabdlicas que pueden
afectar a los circuitos hipotalamicos implicados en el control de la ingesta y el gasto
energetico (Kieffer y cols., 1996; Spiegelman y Flier, 1996; Ahima y Flier, 2000). Durante las
etapas tempranas del desarrollo, el organismo es mas susceptible a los cambios
nutricionales inducidos por la madre o por el entorno, que pueden producir alteraciones
permanentes en el SNC, incluido el hipotdlamo (Heijmans y cols., 2008; Lillycrop y cols.,
2008; Tobi y cols., 2009). Sin embargo, se desconoce los efectos que produce la ingesta de
una dieta rica en grasa por parte de la madre a corto y largo plazo sobre la descendencia,
asi como, si estos cambios condicionan la respuesta del animal a un cambio de dieta en
el futuro.

En este estudio nos propusimos analizar los efectos de la dieta materna sobre las
neuronas y astrocitos del hipotalamo, asi como, la respuesta del animal a un cambio de

dieta durante la etapa adulta.

1.1. Efecto de la dieta materna y del cambio de dieta en la etapa adulta en el
peso, la glucemia y los niveles circulantes de las hormonas metabdlicas

Ratones de 1, 24 y 60 dias de vida

El peso, la glucemia y los niveles circulantes de insulina que presentaron los
ratones de 1, 24 y 60 dias de vida se muestran en la Tabla 4.

No observamos un efecto de dieta de la madre en el peso de los ratones, ni tras el
nacimiento, ni a los 24 6 60 dias de vida. Sin embargo, al dia 1 de vida los ratones HFm
mostraron disminuidos significativamente los niveles de glucosa en sangre en ayunas al
compararlo con los ratones NDm (p<0,001). En cambio, los ratones de 24 y 60 dias de
vida no presentaron diferencias significativas en la glucemia.

Con respecto a los niveles circulantes de insulina Unicamente observamos un efecto
de la dieta de la madre a los 24 dias de vida. A esta edad los ratones HFm presentaron

mayores niveles sericos de insulina que los ratones NDm (p<0,02).
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PND1 PND 24 PNDo60
NDm | NDm | NDm
Peso (g) 1.6=0.1 1L1+0.38 11.9£0,5 11.8+0.5 256+0.3 25,103

Glucemia (mg/dl) 91,8437 | 61,043,1%F | 14454103 | 1250+ 148 | 1345+53 1181 £8,9

Insulina (ng/ml) 099402 0,69+£0.1 063£0.1 1,28+03% 137+0.2 0,99+0.1

Tabla 4. Peso, glucemia y niveles circulantes de insulina que mostraron los ratones en los dias 1, 24 y 60
de vida (n= 6-12 animales/grupo). NDm= dieta normal de la madre durante la gestacion y la lactancia.
HFm= dieta rica en grasa de la madre durante la gestacion y la lactancia. PND: dia postnatal. Los datos
mostrados son la media £ SEM. Diferencia significativa entre NDm versus HFm de la misma edad (T de
Student): * = p<0,02; *** = p<0,001.

Ratones de 144 dias de vida
Los pesos, las glucemias y los niveles de hormonas circulantes implicadas en el
metabolismo energético que presentaron los ratones de 144 dias de vida se muestran en
la Tabla 5.

Encontramos un efecto de la dieta de la madre (F27): 4,326; p<0,05) y del cambio
de dieta en la etapa adulta (F27): 45,670; p<0,001) en el peso de los ratones. Los
ratones alimentados con una dieta rica en grasa a partir del dia 60 de vida (hf) pesaron
significativamente méas que los ratones alimentados con una dieta normal (nd),
independientemente de su procedencia materna (ANOVA: p<0,0001). Asimismo,
observamos un efecto de la dieta de la madre en los niveles de glucosa en sangre que
mostraron los ratones en ayunas (Fa26): 6,205, p<0,02). Los ratones HFm,
independientemente de su dieta en la etapa adulta, presentaron mayores niveles de
glucosa en sangre que los ratones NDm (ANOVA,; p<0,04).

En cuanto a los niveles circulantes de leptina e insulina encontramos un efecto del
cambio de dieta en la etapa adulta (F26): 23,210 y p<0,0001 y F(57): 9,337; p<0,004,
respectivamente). Asimismo, observamos un efecto de la dieta de la madre en los
niveles séricos de leptina (F@2): 8,559; p<0,008). Los ratones HFm presentaron
disminuidos los niveles sericos de leptina comparado con los ratones NDm. Ademas,
encontramos que el consumo de una dieta rica en grasa durante la etapa adulta supuso
un incremento de los niveles séricos de insulina y leptina en los ratones (ANOVA:

p<0,03 y p<0,0001, respectivamente).
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FRD144 ANOVA
NDm/nd
Peso (g) 36,4+15 382+2.1 45,0+ 1,19 495+ 08%0 | p<0,0001
Glucemia (mg/dl) 1450+ 9.0 1633+ 6,87 156,1+ 14,9 2147+ 17,97 p<0,04
Insulina (ng/ml) 1.7+ 0.2 1.8+ 0.2 27+ 0.5 3.6+ 1,1° p<0.,03
Leptina (ng/ml) 123+ 4.1 25+ 07 200+ 2,90 188+ 4,78 | p<0,0001

Tabla 5. Peso, glucemia y niveles circulantes de insulina y leptina que mostraron los ratones de 144 dias
de vida (n=6-10/grupo). NDm= dieta normal de la madre durante la gestacion y la lactancia; HFm= dieta
rica en grasa de la madre durante la gestacion y la lactancia; nd= dieta normal después del destete; hf=
dieta rica en grasa a partir del dia 60 de vida. PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la media +
SEM. Comparaciones posthoc del ANOVA de una via: a = diferencia significativa versus NDm/nd; b =

diferencia significativa versus HFm/nd.

1.2. Efecto de la dieta materna y del cambio de dieta en la etapa adulta en las
neuronas del hipotalamo

1.2.1. Niveles de expresion génica de los neuropéptidos hipotalamicos

Ratones de 1, 24y 60 dias de vida

Los niveles de expresidn génica de los neuropéptidos hipotaldamicos en los dias 1,
24 y 60 de vida se muestran en la Tabla 6.

Los niveles del mensajero de los neuropéptidos orexigénicos no se vieron afectados
por la dieta de la madre, ni tras el nacimiento, ni a los 24 dias de vida. Sin embargo, a
los 60 dias de vida, aunque los niveles del mensajero de NPY no se vieron modificados
por efecto de la dieta de la madre, los niveles de AgRP si que se mostraron disminuidos
significativamente en los ratones HFm al compararlos con los ratones NDm (p<0,03).

En cuanto a los niveles de los neuropéptidos anorexigénicos, en el dia 1 de vida los
ratones HFm presentaron un incremento en la expresion del mensajero de POMC y
CART con respecto a los ratones NDm (p<0,004 y p<0,02, respectivamente). A los 24
dias de vida observamos que los ratones HFm presentaron mayores niveles del
mensajero de POMC y menores niveles de CART al compararlos con los ratones NDm
(ambos p<0,05).

A los 60 dias de vida no existié un efecto de la dieta de la madre en los niveles de
ARNmM de POMC en el hipotalamo, sin embargo los ratones HFm presentaron menores
niveles de ARNm de CART que los ratones NDm (p<0,05).
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PND1 PND 24 PND60
NDm | _NDm | | NDm |
NPY 100 £ 7.1 106.8+ 7.5 100 £8.5 96.8+ 4.0 100 £9.4 99.2+12.1
AgRP 100 £6.9 106.4+12.9 100 £ 7.6 86.7+6.8 100+ 16,9 52,2+ 8.0*
POMC 100 £9.2 140.4 £ 6,9°%* 100 £4.7 182.9+£28.9% 100 £9.4 97.7x 13,7
CART 100 5.5 143.0 £ 15,7* 100 5.9 84.4+3,0* 100 +£2.4 81,1+ 8.,0*

Tabla 6. Niveles de expresion génica de los neuropéptidos hipotalamicos que presentaron los ratones de
1, 24 y 60 dias de vida (n=6-12/grupo). NDm= dieta normal de la madre durante la gestacion y la
lactancia; HFm= dieta rica en grasa de la madre durante la gestacion y la lactancia; NPY= neuropéptido
Y; AgRP= proteina relacionada con agouti; POMC= pro-opiomelanocortina; CART= transcrito regulado
por cocaina y anfetamina. PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la media + SEM vy estan referidos
en % NDm de cada edad. Diferencia significativa entre NDm versus HFm de la misma edad (T de
Student): * = p<0,05; ** = p<0,004.

Ratones de 144 dias de vida

A los 144 dias de vida los niveles de expresion génica de los neuropéptidos
orexigénicos (NPY y AgRP) se vieron afectados por el cambio de dieta en la etapa
adulta (NPY: F22): 23,417, p<0,0001 y AgRP: F(17): 10,723; p<0,005). Los ratones hf,
independientemente de su procedencia materna, presentaron disminuidos los niveles del
mensajero de NPY y AgRP comparado con los ratones nd (Tabla 4; ANOVA: p<0,002
y p<0,03, respectivamente).

En cuanto a los neuropéptidos anorexigénicos, observamos un efecto de la dieta
de la madre en los niveles del mensajero de POMC y CART (F16): 8,474; p<0,02 y
Fiar: 5,122; p<0,04, respectivamente). Sin embargo, solo en el caso de CART
observamos un efecto del cambio de dieta en la etapa adulta (F17): 5,986; p<0,03). Los
ratones HFm presentaron menores niveles de ARNm de POMC y CART que los ratones
NDm (ANOVA: p<0,04 y p<0,008, respectivamente), sin embargo, el consumo de una
dieta rica en grasa durante la etapa adulta en estos ratones supuso la normalizacién de

los niveles del mensajero de CART en el hipotalamo (Tabla 7).

PND144
ANOVA
NDm/nd
NPY 100 £ 16,9 1072+96 52,645,790 51,244,490 p<0.002
AgRP 100 £ 121 11683+154 738+£99 60,0 + 8,60 p<0,03
POMC 100 £ 156 85287 1278+ 139 57,4+ 14,54¢ p<0,04
CART 100+ 6.6 742+ 6,494 1048+ 48 101,2+06,1 pP<0,008

Tabla 7. Niveles de expresién génica de los neuropéptidos hipotalamicos que presentaron los ratones de

144 dias de vida (n= 3-6/grupo). NDm= dieta normal de la madre durante la gestacion y la lactancia;
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HFm= dieta rica en grasa de la madre durante la gestacion y la lactancia; nd= dieta normal después del
destete; hf= dieta rica en grasa a partir del dia 60 de vida; NPY= neuropéptido Y; AgRP= proteina
relacionada con agouti; POMC= pro-opiomelanocortina; CART= transcrito regulado por cocaina y
anfetamina. PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la media £ SEM y estan referidos en %
NDm/nd. Comparaciones posthoc del ANOVA de una via: a = diferencia significativa versus NDm/nd; b
= diferencia significativa versus HFm/nd; c= diferencia significativa versus NDm/hf; d= diferencia
significativa versus HFm/hf.

1.2.2. Tamafio de las neuronas de NPY y POMC en el ARC
Ratones de 24 y 60 dias de vida
El perimetro de las células de NPY en el ARC no se vio modificado por efecto de
la dieta de la madre, ni a los 24, ni a los 60 dias de vida (Tabla 8).
En cuanto al perimetro de las células de POMC, observamos un efecto de la dieta de
la madre Unicamente a los 24 dias de vida de los ratones. Los ratones HFm presentaron
las células de POMC del ARC con un mayor perimetro que los ratones NDm (p<0,04).

NUCLEO ARCUATO DEL PND 24 PND60
HIPOTALAMO NDm [ NDm |
Perimetro célula de NPY (um) 355+1.1 31,7+22 353+37 339406
Perimetro célula de POMC (pm) 341£14 404+1.8* 41312 39717

Tabla 8. Anadlisis del perimetro que mostraron las células de Neuropéptido Y (NPY) y Pro-
opiomelanocortina (POMC) en el ndcleo arcuato del hipotalamo de los ratones de 24 y 60 dias de vida
(n=4/grupo). NDm = dieta normal de la madre durante la gestacién y el destete. HFm = dieta rica en grasa
de la madre durante la gestacion y el destete. PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la media +

SEM. Diferencia significativa entre NDm versus HFm de la misma edad (T de Student): * =p<0,04.

Ratones de 144 dias de vida

A los 144 dias de vida el perimetro de las células de NPY en el ARC no se vio
modificado, ni por efecto de la dieta de la madre, ni por el cambio de dieta en la etapa
adulta (NDm/nd: 31,3 + 1,4; HFm/nd: 32,3 + 0,8; NDm/hf: 31,9 £ 1,5; HFm/hf: 34,1 £
1,3 um/célula NPY). En cambio, observamos una interaccion entre el efecto de la dieta
de la madre y el cambio de dieta en la etapa adulta en el perimetro que presentaron las
células de POMC en el ARC (F16): 5,767; p<0,03). Unicamente el consumo de una
dieta rica en rica en grasa durante la etapa adulta en los ratones HFm indujo una

disminucion significativa del perimetro de las células de POMC en el ARC (NDm/nd:
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35,5 + 2,3; HFm/nd: 39,7 £ 1,1; NDm/hf: 38,1 + 1,2; HFm/hf: 34,1 + 1,7 um/célula
POMC; ANOVA: p<0,02).

1.2.3. NUmero de contactos de AgRP en las neuronas de POMC en el ARC
Ratones de 144 dias de vida
El andlisis del numero de contactos sindpticos de AgRP por cada um de perimetro

de la membrana de la célula de POMC se llevé a cabo Unicamente en los ratones de 144
dias de vida (Figura 14). En este parametro encontramos un efecto de la dieta de la
madre (F.120): 6,203; p<0,02), un efecto del cambio de dieta en la etapa adulta (F 3 120):
15,133; p<0,0001) y una interaccion entre ambos factores (Fs 120): 5,395; p<0,03). Los
ratones HFm que se alimentaron con una dieta normal mostraron un mayor nimero de
contactos de AgRP por cada pum de perimetro de membrana de la célula de POMC que
los ratones NDm que se alimentaron con la misma dieta. Sin embargo, el consumo de
una dieta rica en grasa durante la etapa adulta indujo un aumento significativo del
nimero de contactos AgRP en estas células, independientemente de la procedencia
materna de los ratones, pero en el caso de los ratones HFm este efecto se mantuvo y no
fue acumulativo (NDm/nd: 0,07 + 0,01; HFm/nd: 0,14 + 0,02; NDm/hf: 0,16 + 0,01;
HFm/hf: 0,16 + 0,02 n° de contactos de AgRP/um de membrana de la célula de POMC;
ANOVA: p< 0,0001).

-61 -



Resultados

ol =
N o, ’ .
E F . G . - H T

Figura 14. Doble inmunofluorescencia para la proteina relacionada con agouti (AgRP; rojo) y la proteina
verde de fluorescencia (GFP; verde), que se expresa bajo el control del promotor de Pro-
opiomelanocortina (POMC), en el nlcleo arcuato del hipotdlamo de los ratones NDm/nd (A y E),
HFm/nd (B y F), NDm/hf (C y G) y HFm/hf (D y H) a los 144 dias de vida (n=3/grupo). NDm = dieta
normal de la madre durante la gestacion y la lactancia; HFm = dieta rica en grasa de la madre durante la
gestacion y la lactancia; nd = dieta normal desde el destete; hf = dieta rica en grasa a partir del dia 60 de

vida. Escala (fotografias A-D): 10 pm.

1.3. Efecto de la dieta materna y del cambio de dieta en la etapa adulta en los
astrocitos del hipotalamo

1.3.1. Niveles de expresion del mensajero de GFAP

Ratones de 1, 24y 60 dias de vida

No observamos ningln efecto de la dieta de la madre en los niveles del mensajero

de GFAP, ni tras el nacimiento (NDm: 100 + 9,4 vs HFm: 109,2 + 12,7 % NDm), ni a
los 60 dias de vida de los ratones (NDm: 100 £ 9,1 vs HFm: 87,8 £ 8,7 % NDm). En
cambio, los ratones HFm de 24 dias de vida mostraron menores niveles de ARNm de
GFAP que los ratones NDm (Figura 15; p<0,02).

GFAP(PND 24) Figura 15. Niveles del mensajero de la proteina
125 —— acidica fibrilar de glia (GFAP) que mostraron los
| ratones de 24 dias de vida (n=6-12/grupo). NDm =

dieta normal de la madre durante la gestacion y

lactancia; HFm = dieta rica en grasa de la madre

(% NDm)

durante la gestacién y la lactancia. PND: dia

postnatal. Los datos mostrados son la media = SEM y

NDm HFm estan referidos en % NDm. T de Student: * = p<0,02.

Ratones de 144 dias de vida
En cuanto a los ratones de 144 dias de vida encontramos un efecto de la dieta de
la madre (F.15): 4,871; p<0,005) y del cambio de dieta en la etapa adulta (F15): 6,291;

p<0,03) en los niveles del mensajero de GFAP en el hipotdlamo. EI consumo de una
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dieta rica en grasa durante la etapa adulta aumento los niveles del mensajero de GFAP
en el hipotalamo de los ratones, sin embargo este incremento fue mayor en los ratones
procedentes de madres alimentadas con una dieta normal (NDm/nd: 100 £ 5,4; HFm/nd:
78,7 £9,7; NDm/hf: 138,4 £ 15,0; HFm/hf: 103,8 + 8,0; ANOVA: p<0,02).

1.3.2. Namero y morfologia de las células de GFAP en el ARC
Una vez detectados cambios significativos en los niveles del mensajero de GFAP
en el hipotdlamo de los ratones de 24 y 144 dias de vida, analizamos el numero y
morfologia de las células GFAP+ en el ARC (Figura 16).
Ratones de 24 dias de vida
A los 24 dias de vida no encontramos un efecto de la dieta de la madre, ni en el
nimero de células GFAP+ por campo, ni en la longitud de las proyecciones que
presentaron estas células (Tabla 9). En cambio observamos que los ratones HFm
mostraron un menor nimero de proyecciones por célula GFAP+ que los ratones NDm
(p<0,05).

Figura 16. Fotografias representativas de células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de glia
(GFAP) en el nicleo arcuato del hipotalamo de los ratones de 24 dias de vida procedentes de madres
alimentadas con una dieta normal (NDm) o una dieta rica en grasa (HFm) durante la gestacién y

lactancia. Escala de las imagenes = 10 pm.

NUCLEO ARCUATO DEL HIPOTALAMO FND 24 T-Student
NDm
N° células GFAP+/campo 19.2+27 189+ 4,1 NS
N° proyecciones/célula GFAP+ 2,6£03 1.9+0,1* p<0.05
Longitud media de las proyecciones/ célula GFAP+ (um) 19618 235+£32 NS

Tabla 9. Andlisis cuantitativo y morfolégico de las células inmunoreactivas para la proteina acidica
fibrilar de glia (GFAP+) en el ndcleo arcuato del hipotdlamo de los ratones de 24 dias de vida
(n=4/grupo). NDm = dieta normal de la madre durante la gestacion y la lactancia. HFm = dieta rica en

grasa de la madre durante la gestacion y la lactancia. PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la
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media + SEM. Diferencia significativa entre NDm versus HFm (T de Student): * =p<0,05. NS: no existen

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Ratones de 144 dias de vida

La Figura 17 muestra imagenes representativas de las células GFAP+ en el ARC
del hipotalamo de los ratones de 144 dias de vida.

A esta edad observamos que el nimero de células GFAP+ por campo analizado se
vio afectado por el cambio de dieta en la etapa adulta (F14): 22,168; p<0,0001).
Ademas encontramos una interaccion entre la dieta de la madre y el cambio de dieta en
la etapa adulta (F14): 15,879; p<0,001). Los ratones HFm mostraron un menor ndmero
de células GFAP+ que los ratones NDm. Sin embargo, el consumo de una dieta rica en
grasa durante la etapa adulta en estos ratones HFm supuso un incremento en el nimero
de células GFAP+ en el ARC (Figura 18A; ANOVA: p<0,0001).

En cuanto a la longitud de las proyecciones que mostraron las células GFAP+
encontramos un efecto de la dieta de la madre (F(z14): 6,768; p<0,03) y una interaccion
entre este factor y el cambio de dieta en la etapa adulta (F14): 8,858; p<0,02). El
consumo de una dieta rica en grasa en los ratones NDm supuso un incremento en la
longitud de las proyecciones que mostraron las células GFAP+ en el ARC con respecto
los demas grupos experimentales (Figura 18B; ANOVA: p<0,007). En cambio, no
observamos un efecto de la dieta de la madre, ni del cambio de dieta en la etapa adulta

en el nimero de proyecciones que mostro cada célula GFAP+ en el ARC (Figura 18C).

NDm HFm NDm HFm

! !
Dieta normal durante la etapa adulta Dieta rica en grasa durante la etapa adulta

Figura 17. Fotografias representativas de células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de glia

(GFAP) en el nicleo arcuato del hipotalamo de los ratones de 144 dias de vida. NDm = dieta normal de la
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madre durante la gestacion y el destete. HFm = dieta rica en grasa de la madre durante la gestacién y el

destete. 3V= tercer ventriculo. Escala de las imagenes= 10 um.

Células GFAP+/campo Longitud proyeccion/célula GFAP+ Proyecciones/célula GFAP+
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Figura 18. Cuantificacién del nimero de células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de glia
(GFAP+) por campo analizado (A), longitud media (B) y nimero medio de proyecciones (C) que
mostraron estas células en el nicleo arcuato del hipotalamo de ratones de 144 dias de vida (n=4/grupo).
NDm = dieta normal de la madre durante la gestacion y el destete; HFm = dieta rica en grasa de la madre
durante la gestacion y el destete; nd = dieta normal desde el destete; hf = dieta rica en grasa a partir del
dia 60 de vida. Los datos mostrados son la media + SEM. ANOVA: **=p<0,007; ***=p<0,0001. NS: no

existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

1.3.3. Cobertura glial alrededor de las células de NPY en el ARC
Ratones de 24 y 60 dias de vida
A los 24 dias de vida observamos un efecto de la dieta de la madre en la cobertura
glial que mostraron las células de NPY del ARC. A esta edad los ratones HFm
presentaron una menor cobertura glial alrededor de las células de NPY que los ratones
NDm (Figura 19A; p<0,02). Por el contrario en los ratones de 60 dias de vida no

encontramos ningun efecto de la dieta de la madre en este pardmetro (Figura 19B).

Cobertura glial/célula NPY Cobertura glial/célula NPY
(PND24) (PND60y
50m % S0 NS
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E g 307
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NDm HFm NDm HFm
A B

Figura 19. Cuantificacion de la cobertura glial por cada 100 um de membrana de las células de
Neuropéptido Y (NPY) en el nlcleo arcuato del hipotadlamo de los ratones de 24 (A) y 60 (B) dias de vida
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(n=4/grupo). PND: dia postnatal de vida. Los datos mostrados son la media £ SEM. T de Student: * =

p<0,02; NS: no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Ratones de 144 dias de vida
A los 144 dias de vida observamos una interaccion entre la dieta de la madre y el
cambio de dieta en la etapa adulta en la cobertura glial que mostraron las células de
NPY en el ARC (Fp11: 10,789; p<0,008). ElI consumo de una dieta rica en grasa
durante la etapa adulta en los ratones NDm, indujo una disminucién significativa en la
cobertura glial alrededor de las células de NPY que no se observé en los ratones HFm
(Figura 20; p<0,02).
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Figura 20. (A) Cuantificacion de la cobertura glial por cada 100 um de membrana de las células de
Neuropéptido Y (NPY) en el nlcleo arcuato del hipotalamo de ratones de 144 dias de vida (n=4/grupo).
Fotografias representativas de la cobertura glial (verde) que mostraron las células NPY+ en el nicleo
arcuato del hipotdlamo en los ratones NDm/nd (B) y NDm/hf (C) de 144 dias de vida. NDm = dieta
normal de la madre durante la gestacion y el destete; HFm = dieta rica en grasa de la madre durante la
gestacion y el destete; nd = dieta normal desde el destete; hf = dieta rica en grasa a partir del dia 60 de

vida. Los datos mostrados son la media + SEM. ANOVA: *=p<0,02. Escala de las imagenes: 500 nm.

1.3.4. Cobertura glial alrededor de las células de POMC en el ARC
Ratones de 24 y 60 dias de vida
A los 24 y 60 dias de vida de los ratones observamos un efecto de la dieta de la
madre en la cobertura glial alrededor de las células de POMC del ARC. A estas edades
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los ratones HFm presentaron una mayor cobertura glial alrededor de las células de
POMC que los ratones NDm (24 dias: Figura 21A; p<0,006; 60 dias: Figura 21B;
p<0,002).

Cobertura glial/célula POMC Cobertura glial/célula POMC
(PND24) (PNDGO)
%% — 35, %% ——
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Cobertura (um)/100 um
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membrana PONC

Cobertura (um)/ 100 pm

Figura 21. Cuantificacion de la cobertura glial por cada 100 pm de membrana de las células de Pro-
opiomelanocortina (POMC) en el ndcleo arcuato del hipotdlamo de ratones de 24 (A) y 60 (B) dias de
vida (n=4/grupo). Fotografias representativas de la cobertura glial (verde) que rodea a las células de
POMC en el ndcleo arcuato del hipotdlamo que mostraron los ratones de 24 dias de vida procedentes de
madres alimentadas con una dieta normal (NDm) (C) o una dieta rica en grasa (HFm) durante la gestacién
y la lactancia (D). PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la media + SEM. T de Student: ** =

p<0,006. Escala de las iméagenes: 500 nm.

Ratones de 144 dias de vida
A los 144 dias de vida de los ratones, observamos un efecto de la dieta de la
madre sobre la cobertura glial alrededor de las células de POMC en el ARC (Fg):
28,341; p<0,001). Los ratones HFm, independientemente de su dieta en la etapa adulta,
presentaron mayor cobertura glial alrededor de las celulas de POMC que los ratones
NDm (Figura 22; ANOVA: p<0,005).
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Figura 22. Cuantificacién de la cobertura glial por cada 100 um de membrana de las células de Pro-
opiomelanocortina (POMC) en el nlcleo arcuato del hipotdlamo de ratones de 144 dias de vida
(n=4/grupo). NDm = dieta normal de la madre durante la gestacion y el destete; HFm = dieta rica en grasa
de la madre durante la gestacion y el destete; nd = dieta normal desde el destete; hf = dieta rica en grasa a
partir del dia 60 de vida. PND: dia postnatal. Los datos mostrados son la media + SEM. ANOVA:
**=p<0,005.

2. Efecto del tratamiento croénico icv con leptina en ratas macho

adultas

En el desarrollo de la obesidad se producen alteraciones en los niveles circulantes
de distintos factores metabdlicos, entre ellos la leptina y la ghrelina (Argente y cols., 1997;
Tschép y cols., 2001; Martos-Moreno y cols.,, 2011), que también pueden afectar a la
conectividad de los circuitos neuronales implicados en la regulacién del balance
energético (Pinto y cols., 2004). Por ello, quisimos determinar el efecto de la
administracion central de leptina y ghrelina en los astrocitos, y su posible implicacion

en la remodelacion sinaptica del hipotalamo.

2.1. Efecto cronico de la leptina en el peso, glucemia y niveles circulantes de
insulina, leptina y ghrelina

La ganancia de peso y los niveles circulantes de glucemia, insulina, leptina y
ghrelina que mostraron las ratas en el momento del sacrificio se muestran en la Tabla
10.

Las ratas tratadas con leptina presentaron una menor ganancia de peso que las
ratas control tras los 14 dias de tratamiento (p<0,05). Sin embargo, no encontramos
diferencias significativas en la ganancia de peso de las ratas en los tres altimos dias de
tratamiento (Ct: 55+ 1,3gvs Lep: 4,8+ 1,0 g).

-68 -



Resultados

En el momento del sacrificio no apreciamos un efecto de la leptina, ni en la

glucemia, ni en los niveles circulantes de leptina, insulina o ghrelina.

Ganancia de peso (g) 16,7+3.7 22+£57* p<0,05
Glucemia (mg/dl) 92.9+24 90,3+2.9 NS
Insulina (ng/ml) 1,0£0.3 0.9+04 NS
Leptina (ng/ml) 43+03 6.3+£2.0 NS
Ghrelina total (GT) (pg/ml) 1593,5+263,7 | 2021,2+426.6 NS
Ghrelina acilada (GA) (pg/ml) 2858414 3443+ 749 NS
Ratio GA/ GT (%) 162415 20,7+ 8.4 NS

Tabla 10. Ganancia de peso, glucemia y niveles circulantes de hormonas metabolicas que mostraron las
ratas tratadas icv con vehiculo (Control; n=6) o leptina (dosis: de 15 pg/dia; n=6) durante 14 dias. GT:
ghrelina total; GA: ghrelina acilada.Los datos mostrados son la media £ SEM. T de Student: * = p<0,05.

NS: no existen diferencias significativas entre los dos grupos experimentales.

2.2. Efecto crénico de la leptina en el hipotalamo

2.2.1. Niveles proteicos de STAT3, GFAP, vimentina, el antigeno nuclear de
proliferacién celular (PCNA), p-actina e IL-6

Se midieron los niveles hipotalamicos de la proteina STAT-3 fosforilada en
tirosina (Tyr 705) para determinar si tras los 14 dias de tratamiento la sensibilidad a la
leptina se vio afectada. Sin embargo, no encontramos cambios significativos en los
niveles de activacion de esta proteina por el efecto del tratamiento crénico con leptina
(Ct: 100 + 7,8 vs Lep: 129,3 + 10,1 % Ct).

En cuanto a los niveles proteicos de GFAP y vimentina en las ratas tratadas
crénicamente con leptina, observamos un aumento significativo de los niveles de estas
dos proteinas en el hipotdlamo comparado con las ratas control (Figura 23A: p<0,05 y
Fig. 23B: p<0,01, respectivamente). Sin embargo, la B-actina, proteina que actda como
soporte estructural de las células y frecuentemente se utiliza como control de carga, se
encontro significativamente disminuida en respuesta al tratamiento con leptina (Figura
23C; p<0,001).

También se midieron los niveles del marcador de proliferacion celular PCNA, el cual
no se vio modificado significativamente por el tratamiento con esta hormona (Ct: 100 +
18,3 vs Lep: 63,5 = 7,4 % Ct).
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Figura 23. Niveles proteicos de (A) la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP), (B) vimentina y (C) B-
actina que mostraron las ratas control (Ct; n=6) y ratas tratadas icv con leptina (Lep: 15 pg/dia durante 14
dias; n=6) en el hipotalamo. Los datos mostrados son la media £ SEM vy referidas en % Ct. T de Student:

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Finalmente, observamos que las ratas tratadas cronicamente con leptina mostraron
disminuidos los niveles proteicos de IL-6 con respecto a las ratas control (Ct: 100 £ 11,5

vs Lep: 73,3 £ 5,7 % Ct; p<0,05).

2.2.2. Numero y morfologia de las células GFAP+ en el ARC

Una vez que observamos que los niveles proteicos de GFAP en el hipotdlamo se
incrementaron en respuesta a la leptina, quisimos determinar si este efecto se debia a
cambios en el nimero y/o morfologia de las células inmunoreactivas para GFAP en el
ARC (Figura 24A y 24B). Observamos que, ni el numero de células GFAP+, ni el
namero de proyecciones que presentaron estas células en el ARC, se vio afectado en
respuesta al tratamiento cronico con leptina (Figura 24C y 24D). Sin embargo, la
administracion crénica de leptina si que incrementd significativamente la longitud de

estas proyecciones (Figura 24E; p<0,05).
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Figura 24. Fotografias representativas de las células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de
glia (GFAP+) en el nacleo arcuato del hipotdlamo de las ratas control (Ct; n=3) (A) y de las ratas tratadas
icv con leptina (Lep: 15 ug/dia durante 14 dias; n=3) (B). Cuantificacion del nimero medio de células
GFAP+ por campo analizado (C), nimero medio de proyecciones (D) y longitud de estas proyecciones
gue presentaron estas células GFAP+ en el nlcleo arcuato del hipotalamo de las ratas control y de las
ratas tratadas con leptina. Los datos mostrados son la media £ SEM. T de Student: * = p<0,05. NS: no

existen diferencias significativas entre los dos grupos experimentales. Escala de las imagenes: 20 pum.

2.2.3. Namero de fibras inmunoreactivas para vimentina en el ARC
Como la leptina indujo un incremento en los niveles proteicos de vimentina en el
hipotdlamo nos propusimos analizar, mediante inmunohistoquimica, el patron de
expresion de esta proteina en el ARC.

Las ratas tratadas cronicamente con leptina presentaron un mayor numero de fibras
inmunoreactivas para vimentina en el ARC, que se proyectaban perpendiculares al 3V,
que las ratas control (Figura 25A; p<0,0001). Asimismo, determinamos que la
administracion cronica de leptina indujo un incremento en la expresion de vimentina en
los astrocitos del ARC que no se observo en las ratas control. (Flechas negras; Figura
25B-E).
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Figura 25. Cuantificacion del nimero de fibras inmunoreactivas para vimentina que se proyectaban

perpendiculares al tercer ventriculo de las ratas control (Ct; n=3) y de las ratas tratadas icv con leptina
(Lep: 15 pg/dia durante 14 dias; n=3) (A). Fotografias representativas de las células inmunoreactivas para
vimentina en el ndcleo arcuato del hipotalamo de las ratas control (B y D) y de las ratas tratadas icv con
leptina (C y E). Los datos mostrados son la media + SEM. T de Student: *** = p<0,0001. Escala de las
iméagenes: 40 (By C) y 20 um (D y E).

2.2.4. Niveles proteicos de sinapsina, sinaptotagmina, sintaxina, SNAP-25 y PSD-95
Las ratas tratadas cronicamente con leptina mostraron los niveles de las proteinas
presinapticas, sinapsina | y sinaptotagmina, disminuidos significativamente con
respecto a las ratas control (Figura 26A; p<0,01 y Figura 26B; p<0,02,
respectivamente). Sin embargo, no encontramos cambios en los niveles de las demas
proteinas presinapticas analizadas (sintaxina: Ct: 100 + 4,0 vs Lep: 99,4 + 10,1% Ct;
SNAP-25: Ct: 100 + 2,8 vs Lep: 122,8 + 9,0 % Ct).
Las ratas tratadas con leptina mostraron disminuidos significativamente los niveles
de la proteina postsinaptica PSD95 con respecto a las ratas control (Figura 26C;
p<0,02).
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Figura 26. Niveles proteicos de sinapsina | (A), sinaptotagmina (B) y PSD 95 (C) medidos por Western
blot procedentes del hipotdlamo de las ratas control (Ct; n=6) y de las ratas tratadas icv con leptina (Lep:
15 pg/dia durante 14 dias; n=6). PSD95: proteina de la densidad postsinaptica 95.Los datos mostrados
son la media + SEM vy referidas en % Ct. T de Student: * = p<0,02; ** = p<0,01.

3. Efecto del tratamiento aqudo icv con ghrelina en ratas macho

adultas

La ghrelina es una hormona capaz de regular la conectividad de las neuronas del
hipotdlamo implicadas en el balance energético (Pinto y cols., 2004), de modo que, en este
estudio determinamos el efecto rapido que ejercié esta hormona en la densidad de las
proteinas sinapticas, y en la activacion y morfologia de los astrocitos del hipotalamo.
Ademas, analizamos los efectos diferenciales que ejercié la ghrelina en las células

hipotalamicas de las ratas en funcion de su estado de acilacion.

3.1. Efecto agudo de la ghrelina en la ingesta, peso, glucemia y niveles
circulantes de hormonas

La ganancia de peso, ingesta, glucemia y niveles circulantes de insulina, leptina 'y
ghrelina que mostraron las ratas en el momento del sacrificio se muestran en la Tabla
11.

No observamos cambios significativos en la ganancia de peso, ni en la ingesta, ni
en los niveles circulantes de insulina o leptina trascurrida una hora de la administracién
icv de ghrelina o ghrelina desacilada (D-ghrelina). En cambio, tanto las ratas tratadas
con ghrelina como las ratas tratadas con D-ghrelina, mostraron significativamente
incrementados sus niveles circulantes de ghrelina total en suero (ANOVA: p<0,0001).
En cuanto al ratio de acilacion de la ghrelina encontramos una disminucion en el
porcentaje de ghrelina acilada en suero en las ratas tratadas con ghrelina y D-ghrelina
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(ANOVA: p<0,003). Finalmente, el tratamiento icv con ghrelina y D-ghrelina indujo

una disminucion de los niveles circulantes de IGF-I en las ratas (ANOVA: p<0,004).

Ganancia de peso (g) 05108 09+08 -11+05 NS
Ingesta (g) 1305 1,003 08+05 NS
Glucemia (mg/dl) 974+£25 90,4+4.2 91.9+3.1 NS
Insulina (ng/ml) 32406 33+ 0.7 28407 NS
Leptina (ng/ml) 42+03 36+02 52407 NS
Ghrelina total (GT) (pg/ml) 12966+ 115.6 41308+ 785,49 39197+ 437,74 p=0,0001
Ghrelina acilada (GA) (pg/ml) 1810+ 156 2384+ 30.1 22154281 NS
Ratio GA/ GT (%) 142+ 1.0 6.6+ 228 G.1+1.7% p<0.003
IGF-I (ng/ml) 321.8+32.1 250,34+ 10,67 188442629 p=0,004

Tabla 11. Cambios en la ganancia de peso, la ingesta, la glucemia y los niveles circulantes de hormonas
que mostraron las ratas tras 1 hora de la administracion icv de vehiculo (Ct; n=6-12), ghrelina (n=6-12) o
ghrelina desacilada a una dosis de 0,4 ug/pl (n=6-12). Los datos mostrados son la media £ SEM.
Comparaciones posthoc del ANOVA de una via: a = diferencia significativa versus Ct. NS: no existen

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

3.2. Efecto agudo de la ghrelina en el hipotdlamo

3.2.1. Niveles proteicos de GFAP, vimentina, PCNA, p-actina e IL-6.

Los niveles de GFAP en el hipotalamo no se vieron afectados por los tratamientos
(Figura 27A). Sin embargo, las ratas tratadas con ghrelina y D-ghrelina presentaron
disminuidos significativamente los niveles proteicos de PCNA, aunque el efecto
inhibidor que ejercio la D-ghrelina sobre esta proteina fue significativamente mayor que
el observado con ghrelina (Figura 27B; ANOVA: p<0,0001).

Ademaés, encontramos que las ratas tratadas con ghrelina presentaron un incremento
significativo de los niveles de vimentina en el hipotdlamo comparado con las ratas
control (Figura 27C; ANOVA: p<0,05). Asimismo, observamos que la D-ghrelina
indujo una disminucion de los niveles de B-actina en el hipotdlamo (Figura 27D;
ANOVA: p<0,002).
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Figura 27. Niveles proteicos de (A) la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP), (B) el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), (C) vimentina y (D) actina en el hipotdlamo que mostraron las ratas tras 1
hora de la administracion icv de vehiculo (Ct; n=4), ghrelina (G; n=4) o ghrelina desacilada (DG; n=4) a
una dosis de 0,4 pg/ul. Los datos mostrados son la media + SEM y estan referidos en % Ct. ANOVA:
*=p<0,05; **=p<0,002; ***=p<0,0001. NS: no existen diferencias significativas entre los grupos

experimentales.

Finalmente observamos que el tratamiento con ghrelina y D-ghrelina incrementd los
niveles proteicos de IL-6 en el hipotalamo de las ratas (Ct: 100 + 3,8; G: 155,3 + 7,4;
DG: 162,7 + 10,2 % Ct; ANOVA: p<0,004).

3.2.2. Numero y morfologia de las células GFAP+ en el ARC
Aungue no observamos diferencias en los niveles proteicos de GFAP, si que
encontramos cambios en los niveles proteicos de vimentina y del marcador de
proliferacion celular PCNA en el hipotdlamo. De modo que, mediante estudios
cuantitativos y morfologicos, analizamos si el namero y/o morfologia de los astrocitos
se vieron afectados por los tratamientos.
En la Figura 28 podemos observar fotografias representativas del marcaje de

celulas inmunoreactivas para GFAP en el ARC de los distintos grupos experimentales.
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Figura 28. Fotografias representativas de las células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de
glia (GFAP+) del nicleo arcuato del hipotdlamo de las ratas tras 1 hora de la administracion icv de
vehiculo (Control), ghrelina o ghrelina desacilada (D-Ghrelina) a una dosis de 0,4 pg/ul. 3V: tercer

ventriculo. Escala de las imagenes: 20 um.

Como podemos observar en las ratas tratadas con D-ghrelina, aunque no existieron
diferencias significativas en el nimero de células GFAP+ en el ARC (Figura 29A), si
detectamos cambios morfoldgicos en estas células. Las ratas tratadas con D-ghrelina
presentaron un mayor nimero de proyecciones por cada célula GFAP+ (Figura 29B;
ANOVA: p<0,04) y con estas proyecciones significativamente mas largas que las ratas
tratadas con ghrelina (Figura 29C; ANOVA: p<0,005).
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Figura 29. Cuantificacion del nimero de células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de glia
(GFAP+) por campo (A), nimero de proyecciones por cada célula GFAP+ (B) y longitud media de estas
proyecciones (C) en el nucleo arcuato del hipotalamo que mostraron las ratas tras 1 hora de la
administracion icv de vehiculo (Ct; n=4), ghrelina (G; n=4) o ghrelina desacilada (DG; n=4) a una dosis
de 0,4 pg/ul. Los datos mostrados son la media + SEM. ANOVA: *= p<0,04; **= p<0,005. NS: no
existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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3.2.3. Cuantificacion de la inmunoreactividad para vimentina en el ARC
En la Figura 30 se puede observar que el tratamiento con ghrelina incremento la
inmunoreactividad para vimentina en el ARC. El analisis cuantitativo demuestra que
tras una hora de la administracion de ghrelina aumenté significativamente la densidad
inmunoreactiva para vimentina en el ARC con respecto al grupo de ratas control (T
Student: p<0,03), mientras que, con D-ghrelina no encontramos diferencias
significativas en este pardmetro (Control: 35,0 + 3,0; Ghrelina: 46,3 £+ 2,0; D-Ghrelina:

34,7 + 6,0 inmunodensidad éptica/um>).

Control

Figura 30. Fotografias representativas de la inmunoreactividad para vimentina en el nicleo arcuato del
hipotalamo de las ratas tras 1 hora de la administracion icv de vehiculo (Control), ghrelina o ghrelina

desacilada (D-Ghrelina) a una dosis de 0,4 pg/ul. 3V: tercer ventriculo. Escala de las imagenes: 20 um.

3.2.4. Niveles proteicos de sinapsina, sinaptofisina, sinaptotagmina, sintaxina,

SNAP-25y PSD-95

Las ratas tratadas con ghrelina presentaron las proteinas presinapticas
sinaptofisina y sinapsina disminuidas significativamente en el hipotdlamo con respecto
a las ratas control (ANOVA: p<0,04 y p<0,05, respectivamente).

En cuanto a las ratas tratadas con D-ghrelina observamos que las proteinas
presinapticas sinaptotagmina y sintaxina se encontraban disminuidas significativamente
con respecto a las ratas control (ANOVA: p<0,03 y p<0,0001, respectivamente). En el
caso de sintaxina esta disminucion con D-ghrelina también fue estadisticamente
significativa con respecto al grupo de ratas tratadas con ghrelina (Tabla 12).

En cuanto a la proteina presinaptica SNAP25 vy la proteina postsinaptica PSD95, el
tratamiento icv con ghrelina logré6 aumentar los niveles de estas dos proteinas en el

hipotdlamo (ANOVA; p<0,007 y p<0,02, respectivamente).
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Control ANOVA

Sinaptofisina 100+ 4.1 74,7£ 7.9% 76,7+ 5.7 p<0,04

Sinapsina 100+ 5,1 77,3+ 10,59 90,4+ 11,5 p<0,05

Sinaptotagmina 100+ 13.6 66,0£9.1 51,6+ 8.8° p<0,03

Sintaxina 100+ 3.5 85,0+ 5,0 44744398 | p<0,0001
SNAP25 100+ 5.7 141.6+ 6,5% 1208+ 7.8 p<0.007
PSD95 100+ 7.5 1400+ 6.,4% | 1075+ 11.5 p<0,02

Tabla 12. Niveles de las proteinas sindpticas del hipotadlamo que mostraron las ratas tras 1 hora de la
administracion icv de vehiculo (Control; n=4), ghrelina (n=4) o ghrelina desacilada (n=4) a una dosis de
0,4 pg/ul. Los datos mostrados son la media + SEM vy estan referidos en % Ct. Comparaciones posthoc
del ANOVA de una via: a = diferencias significativas versus Control; b = diferencia significativa versus
Ghrelina.

4. Efecto del tratamiento cronico icv con ghrelina en ratas macho

adultas

Como los efectos crénicos y agudos de las hormonas metabdlicas pueden variar,
quisimos analizar los efectos a largo plazo que ejerce la ghrelina sobre la activacion y
morfologia de los astrocitos. También, en este estudio, identificamos qué cambios
inducidos por esta hormona eran dependientes de sus acciones sobre la ingesta y la
ganancia de peso.

4.1. Efecto crénico de la ghrelina en la ingesta, peso, glucemia y niveles

circulantes de hormonas

La ingesta tanto diaria como acumulada durante los 14 dias que durd el
tratamiento, fue significativamente mayor en el grupo de ratas tratadas con ghrelina que
la observada en el resto de grupos experimentales (Tabla 13; ANOVA de medidas
repetidas F120): 1227,4; p<0,0001), sin embargo los tres ultimos dias de tratamiento la
ingesta de estas ratas no fue diferente al del grupo de ratas control (G: 24,5 £ 0,8 vs Ct:
23,83+0,7).

Asimismo, encontramos que el grupo de ratas tratadas con ghrelina presenté una
mayor ganancia del peso, desde el tercer dia hasta el noveno dia de tratamiento que el
resto de los grupos experimentales, incluido el grupo de ghrelina pair fed. A partir del
noveno dia y hasta el final del tratamiento (dia 14) solo observamos diferencias

significativas en la ganancia de peso entre las ratas tratadas con ghrelina y las ratas
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tratadas con D-ghrelina (Figura 31; ANOVA de medidas repetidas F49): 5,945;
p<0,003).

CAMBIOS DE PESO DURANTE EL TRATAMIENTO
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Figura 31. Cambios en el peso corporal a lo largo de los 14 dias que duro el tratamiento que
experimentaron las ratas control (Ct; n=16), las ratas tratadas icv con ghrelina a una dosis de 5 pg/dia
alimentadas ad libitum (G; n=16) y a las que se les restringio la ingesta (G pair fed; n=8), y las ratas
tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 ug/dia (DG; n=16). Los datos mostrados son la
media + SEM. ANOVA de una via con medidas repetidas: p<0,003. Comparaciones posthoc del ANOVA
de una via: a = diferencia significativa versus Ct; c= diferencia significativa versus G pair fed; d=

diferencias significativas versus DG.

En la Tabla 13 se muestra la ganancia de peso absoluta, la ingesta acumulada y los
niveles circulantes de hormonas que mostraron las ratas en el momento del sacrificio.
Las ratas tratadas con ghrelina mostraron incrementados los niveles circulantes de
leptina comparado con el resto de grupos experimentales (ANOVA: p<0,0001). Del
mismo modo, encontramos que las ratas tratadas con ghrelina mostraron sus niveles
séricos de insulina incrementados significativamente con respecto a la ratas tratadas con
D-ghrelina (ANOVA: p<0,03).

Los niveles circulantes de ghrelina total en suero estaban incrementados
significativamente en el grupo de ghrelina pair fed y D-ghrelina con respecto al grupo
control (ANOVA: p<0,0001).

No observamos un efecto de los tratamientos en el resto de parametros metabdlicos

analizados (glucemia, ghrelina acilada y ratio de acilacion).
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Control ANOVA
Ganancia de peso absoluto (g) 30,1+45 51,44 5,790 26,6+ 4,0 128+5.2 p<0,0001
Ingesta acumulada (g) 5563+140 |6514+193%¢¢ ] 5183+99 491,0£27.0 p<0,0001
Glucemia (mg/dl) 92,722 95,6+2.2 874+3.3 90.2£3.0 NS
Insulina (ng/ml) 1,9+03 2,84 047 2,1+£03 15£02 p=0,03
Leptina (ng/ml) 49407 103£1,7%54 4900 3307 P <0,0001
Ghrelina total (GT) (pg/ml) 1444,7£128,7 | 2271,1£282,5 | 3237,1+£3580,5¢ | 3520,1+£478,5¢ | p<0,0001
Ghrelina acilada (GA) (pg/ml) | 129,694 16852336 | 2185+518 262.6+ 57,5 NS
Ratio GA/ GT (%) 99+ 1,0 74+ 1,0 85+£2,0 12,6+3.5 NS

Tabla 13.
metabdlicas que mostraron las ratas control (n=16), las ratas tratadas icv con ghrelina a una dosis de 5

Ganancia de peso, ingesta acumulada, glucemia y niveles circulantes de las hormonas

ug/dia alimentadas ad libitum (n=16) y a las que se les restringio la ingesta (Ghrelina p fed; n=8), y las
ratas tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 pg/dia (n=16). GT: ghrelina total; GA: ghrelina
acilada. Los datos mostrados son la media + SEM. Comparaciones posthoc del ANOVA de una via: a =
diferencia significativa versus Control; c= diferencia significativa versus Ghrelina pair fed; d= diferencia
significativa versus Ghrelina desacilada. NS: no existen diferencias significativas entre los grupos

experimentales.

Tampoco encontramos cambios significativos en los niveles séricos de IGF-I en
respuesta a los tratamientos (Ct: 738,4 £ 75,1; G: 641,8 + 64,8; G pair fed: 646,6 =
108,0; DG: 508,0 £ 30,2 ng/ml).

4.2. Efecto cronico de la ghrelina en el hipotalamo
4.2.1. Niveles del mensajero de NPY, AgRP, POMC, CART, GFAP y GHS-R1a
Los tratamientos tuvieron un efecto significativo en los niveles de expresion del
mensajero de los neuropéptidos anorexigénicos (POMC y CART) en el hipotdlamo. Las
ratas tratadas con ghrelina mostraron un aumento en la expresion del mensajero de
CART comparado con las ratas tratadas con D-ghrelina (ANOVA,; p<0,02). En cambio,
las ratas tratadas con D-ghrelina mostraron una menor expresion del mensajero de
POMC comparado con las ratas tratadas con ghrelina (ANOVA,; p<0,04).
Los neuropéptidos orexigénicos (NPY y AgRP) no se encontraron afectados por los
tratamientos (Tabla 14).
El grupo de ghrelina pair fed mostr6 una mayor cantidad de ARNm de GFAP en
el hipotdlamo que el grupo control y D-ghrelina (ANOVA: p<0,02). Sin embargo no
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detectamos cambios estadisticamente significativos en los niveles de expresion del

mensajero del receptor de ghrelina 1a (GHS-R1a) por efecto de los tratamientos.

Control ANOVA
pair fed
NPY 100£2.9 92,8+£3,7 972+113 849+ 1.6 NS
AgRP 100£5.8 1246+ 8,6 106,5+ 16,9 83.1 13.2 NS
POMC 100+ 10,1 1184+£72 80,7+ 147 | 76.2+£10.2° p<0,04
CART 100+6,7 1256+64% | 102,8+10,9 90,1 £7,0 p<0,02
GFAP 100137 | 1244+102 |220.0+608%| 1084+ 149 p<0,02
GHS-Rla 100+64 106,174 84.3+10.6 80,164 NS

Tabla 14. Niveles de expresion génica de los neuropéptidos orexigénicos (NPY y AgRP) y
anorexigénicos (POMC y CART), GFAP y GHS-R1a en el hipotalamo de las ratas control (n=6), las ratas
tratadas icv con ghrelina a una dosis de 5 pg/dia alimentadas ad libitum (n=6) y a las que se les restringio
la ingesta (Ghrelina pair fed; n=4), y las ratas tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 ug/dia
(n=6). NPY= Neuropéptido Y; AgRP= proteina relacionada con agouti; POMC= Pro-opiomelanocortina;
CART= transcrito regulado por cocaina y anfetamina; GHS-R1a: receptor de ghrelina 1a; GFAP: proteina
acidica fibrilar de glia. Los datos mostrados son la media + SEM vy referidos en % Control.
Comparaciones posthoc del ANOVA de una via: a = diferencia significativa versus Control; b= diferencia
significativa versus Ghrelina; d= diferencia significativa versus Ghrelina desacilada. NS: no existen

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

4.2.2. Niveles del mensajero de los mediadores inflamatorios TNF¢, IL-15¢e IL-6
Observamos un efecto de la ghrelina, en las ratas con acceso a la comida ad

libitum, y de la D-ghrelina en los niveles de expresion del mensajero de TNF-a e IL-6
en el hipotalamo (Tabla 15). Las ratas tratadas con ghrelina y D-ghrelina presentaron
mayores niveles de TNF-a e IL-6 que las ratas control (p<0,004 y p<0,02,
respectivamente). Asimismo, en el caso de TNF-a, el incremento también fue
significativamente mayor al detectado en el grupo ghrelina pair fed.

Por otro lado, aunque los niveles del mensajero de IL-1p estaban incrementados con
todos los tratamientos, estas diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas
(Tabla 15).
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pair fed

TNFa 100+ 7.3 147,6 £ 9,64° 91.8+1.,6 148,8+11,8%7 p=0,004
IL-1B 100+ 8.9 450,0 £ 60,5 255,1+1473 323,5+£1299 NS
IL-6 100 =149 151.3+£7.6% 1187104 1556+ 15,59 P<0.,02

Tabla 15. Niveles de expresion del mensajero para el factor de necrosis tumoral o (TNFa) y las
interleuquinas (IL)-1B y -6 en el hipotdlamo de las ratas tratadas con vehiculo (n=6), de las ratas tratadas
icv con ghrelina a una dosis de 5 ug/dia alimentadas ad libitum (n=6) y a las que se les restringio la
ingesta (Ghrelina pair fed; n=4), y de las ratas tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 pg/dia
(n=6). Los datos mostrados son la media + SEM vy referidos en % Control. Comparaciones posthoc del
ANOVA de una via: a = diferencia significativa versus Control; c= diferencia significativa versus

Ghrelina pair fed. NS: no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

4.2.3. Niveles proteicos de GFAP, vimentina, PCNA y f-actina
El tratamiento cronico con ghrelina, independientemente de que a las ratas se les
restringiese 0 no la ingesta, indujo una disminucién en los niveles proteicos de GFAP
comparado con las ratas control (Figura 32A; ANOVA: p<0,006).

En cambio, los niveles de vimentina se vieron aumentados, siendo este incremento
significativo en las ratas tratadas con D-ghrelina al compararlos con las ratas control
(Figura 32B; ANOVA: p<0,03). El grupo de ghrelina pair fed mostrd incrementados
significativamente los niveles de PCNA con respecto al grupo D-ghrelina (Figura 32C;
ANOVA: p<0,02). No detectamos ningun efecto de los tratamientos en los niveles de 3-

actina en el hipotalamo (Figura 32D).
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Figura 32. Niveles proteicos de (A) la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP), (B) vimentina, (C) el
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y (D) B-actina medidos por Western blot en el
hipotadlamo de las ratas control (Ct; n=6), de las ratas tratadas icv con ghrelina a una dosis de 5 ug/dia
alimentadas ad libitum (G; n=6) y a las que se les restringio la ingesta (G pair fed; n=4), y de las ratas
tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 ug/dia (DG; n=6). GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. Los datos mostrados son la media £ SEM vy estan referidos en % Ct. ANOVA: *=p<0,03;

**=p<0,006. NS: no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

4.2.4. Numero y morfologia de las células GFAP+ en el ARC

El grupo de ratas tratadas crénicamente con D-ghrelina presentaron un menor
nimero de ceélulas positivas para GFAP en el ARC que el resto de grupos
experimentales (Figura 33A; ANOVA: p<0,004). Asimismo, las ratas tratadas con
ghrelina y D-ghrelina presentaron la longitud media de las proyecciones de las células
GFAP+ significativamente mas largas que las encontradas en las ratas control (Figura
33B; p< 0,005). No encontramos un efecto de los tratamientos en el nimero medio de
proyecciones que presentaron las células GFAP+ en este nucleo hipotalamico (Ct: 2,58
+0,27; G: 3,04 £ 0,13; DG: 2,92 + 0,25 nimero de proyecciones/célula GFAP+).
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Ghrelina

Figura 33. Cuantificacion del nimero de células GFAP+ por campo (A) y longitud media de las
proyecciones que presentaban las células GFAP+ (B) en el nicleo arcuato del hipotalamo de las ratas
control (Ct; n=4), de las ratas tratadas icv con ghrelina a una dosis de 5 pg/dia alimentadas ad libitum (G;
n=4) y de las ratas tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 ng/dia (DG; n=4). Fotografias
representativas de las células inmunoreactivas para la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP+) en el
nlcleo arcuato del hipotadlamo de las ratas Control (C), de las ratas tratadas icv con ghrelina alimentadas
ad libitum (D) y de las ratas tratadas icv con ghrelina desacilada (D-ghrelina) (E). Los datos mostrados
son la media + SEM. ANOVA: **=p<0,005. Escala de las imagenes: 20 pm.

4.2.5. Niveles de las proteinas implicadas en la conectividad sinaptica
Los niveles de las distintas proteinas presinapticas y postsinapticas analizadas en
el hipotadlamo en respuesta a la ghrelina y D-ghrelina, se muestran en la Tabla 16. Las
ratas tratadas con ghrelina presentaron disminuidos significativamente los niveles de
sinaptofisina al compararlos con los niveles encontrados en las ratas tratadas con D-
ghrelina (ANOVA: p<0,02).

El grupo de ghrelina pair fed presentd unos niveles proteicos de sintaxina
incrementados significativamente con respecto a los demas grupos experimentales
(ANOVA: p<0,007). No encontramos diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de las demas proteinas sinapticas analizadas en el hipotdlamo en respuesta a los

tratamientos.

Ghrelina
pair fed
Sinaptofisina 100 £5,0 79,1 4,84 101,7+10,7 1104+4,5 p=0,02
Sinapsina 100+ 13,6 81.4+12.5 61.8+16.6 68,8+ 16,6 NS
Sinaptotagmina 100 £8.0 1009 %67 87,1£93 86,5£06.1 NS
Sintaxina 100+ 1,9 06,2+ 7.4 128,04 3,9904 103,7+5.6 p<0.007
SNAP25 100 £5,0 79,148 101,7+10,7 1104+4,5 NS
PSD95 100+ 1,0 113,7+8.6 1179492 14034127 NS

Tabla 16. Niveles de las proteinas implicadas en la conectividad sinaptica entre neuronas en el

hipotdlamo de las ratas control (n=6), de las ratas tratadas icv con ghrelina a una dosis de 5 ug/dia
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alimentadas ad libitum (n=6) y a las que se les restringio la ingesta (Ghrelina pair fed; n=4), y de las ratas
tratadas icv con ghrelina desacilada a una dosis de 5 ug/dia (n=6). Los datos mostrados son la media +
SEM vy referidos en % Control. Comparaciones posthoc del ANOVA: a = diferencia significativa versus
Control; b = diferencia significativa versus Ghrelina; d= diferencia significativa versus Ghrelina

desacilada. NS: no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

5. Efecto de la leptina vy la ghrelina en cultivos primarios de astrocitos

hipotalamicos

Para determinar si la leptina y la ghrelina ejercen efectos directos en los astrocitos
se procedio al estudio in vitro de estas hormonas sobre la inflamacion, activacion y

proliferacion de los astrocitos hipotalamicos.

5.1. Efecto in vitro de la leptina en los astrocitos
5.1.1. Niveles de expresién del mensajero de GFAP y de ObR-1b
En los astrocitos en cultivo los niveles de expresion del mensajero de GFAP
incrementaron significativamente en respuesta a 24 horas de exposicion a la leptina a 10
ng/ml y 100 ng/ml (Figura 34A; ANOVA: p<0,002). Sin embargo, s6lo encontramos un
incremento significativo de la expresion de ObR-1b en los cultivos tratados durante 24
horas con una dosis de 100 ng/ml de esta hormona (Figura 34B; ANOVA: p<0,02).

GFAP ObR-1b
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Figura 34. Niveles de expresion del mensajero de (A) la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP) y (B) del
receptor de leptina 1b (ObR-1b) que mostraron los cultivos tratados durante 24 horas con vehiculo (Ct;
n=4) o con una dosis de 10 6 100 ng/ml de leptina (n=4). Los datos mostrados son la media + SEM y
estan referidos en % Ct. ANOVA: *=p<0,02; **=p<0,002.
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5.1.2. Niveles de expresion del mensajero de TNF¢, IL-15¢ IL-6
Analizamos el efecto de la leptina en los niveles de expresion génica de algunos
factores que participan en la respuesta inflamatoria como son TNFa, IL-1 e IL-6 en los
cultivos de astrocitos hipotalamicos (Tabla 17). Observamos que tras 24 horas de
exposicion a la dosis minima de leptina empleada (10 ng/ml), se indujo un aumento
significativo en la expresion de IL-1p e IL-6 (p<0,004 y p<0,05, respectivamente). En
cambio los niveles de expresion del mensajero de TNFa. no se vieron modificados en

respuesta a esta hormona.

Control T-Student

TNFao 100 £ 3.0 1090+ 25,7 NS
1L-1pB 100+ 16,6 180,54+ 20,7%* P<0,004
IL-6 100+ 7.2 143,1£33,1* Pp<0.05

Tabla 17. Niveles de expresion del mensajero del factor de necrosis tumoral o (TNFo) y las
interleuquinas (IL) -1B y -6 en cultivos primarios de astrocitos hipotaldmicos tratados con vehiculo
(Control; n=4) o leptina a una dosis de 10 ng/ml durante 24 horas (n=4). Los datos mostrados son la
media = SEM vy estan referidos en % Control. T de Student: *=p<0,05; **=p<0,004. NS: no existen

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

5.1.3. Niveles proteicos de STAT-3, GFAP, vimentina, PCNA y S-actina

Existio un efecto del tiempo en los niveles proteicos de pSTAT-3(Tyr705) en
respuesta a la leptina (F.14): 4,082; p<0,03). Unicamente observamos un incremento en
los niveles de pSTATS3 en los astrocitos en cultivo tratados durante 24 horas con leptina
(Figura 35A; ANOVA: p<0,05).
Ademas encontramos una interaccion entre el efecto de la leptina y el tiempo de
exposicion a la misma, en los niveles de GFAP (F29): 6,010; p<0,001). Los niveles de
GFAP disminuyeron significativamente trascurrida 1 hora de tratamiento con leptina,
mientras que a las 6 horas los niveles se normalizaron a valores control. Finalmente, los
niveles de GFAP incrementaron significativamente tras 24 horas de exposicion a esta
hormona (Figura 35B; ANOVA: p<0,0001).
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Figura 35. Niveles proteicos (A) del transductor de sefial y activador de la transcripcidn tipo 3 fosforilado
en tirosina (pSTAT3 tyr; n=3) y (B) de la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP; n=7) que mostraron los
cultivos tratados con vehiculo (C) o con leptina (L) a una dosis de 100 ng/ml durante 1, 6 6 24 horas.
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Los datos mostrados son la media + SEM y estan
referidos en % control 0 horas (CtOh). ANOVA: *=p<0,05; *** = p<0,0001.

No encontramos un efecto de la leptina en los niveles proteicos de vimentina, PCNA o

actina en los astrocitos en cultivo (Tabla 18).

Co C1lh
Vimentina 100£122 843+192 797 +£12.7 628+268 643319 60,1 £23.7 95.7+342 NS
PCNA 100+6.1 88.5+95 913+13.7 1158+27 934107 821+173 80.5+19.2 NS
Actina 100+ 74 1043+£51 115.7+18.1 1098+322 | 1133+£214 110,7+17.7 | 123.7+16.2 NS

Tabla 18. Niveles proteicos de vimentina, del antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) y de
actina en cultivos de astrocitos hipotalamicos tratados con vehiculo (C; n=7) o leptina a una dosis de 100
ng/ml (L; n=7) durante 1, 6 6 24 horas. Los datos mostrados son la media £ SEM y estan referidos en %

control 0 horas (C0). NS: no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

5.2. Efecto in vitro de la ghrelina en los astrocitos
5.2.1. Niveles de expresion del mensajero de GFAP y de GHS-R1a
Los niveles de expresion del mensajero de GFAP en los astrocitos no se vieron
modificados tras 24 horas de exposicion a ghrelina o D-ghrelina (C24h: 100 £ 0,5; G4h:
94,4 + 6,7, DG24h: 101,7 £ 2,5 % Ct). En cuanto a GHS-R1a no se detectd expresion

génica en ninguno de los cultivos analizados.
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5.2.2. Niveles de expresion del mensajero de TNF¢, IL-15¢ IL-6
El efecto de la ghrelina y D-ghrelina en los niveles de expresion del mensajero de
TNFa, IL-6 e IL-1B se muestran en la Tabla 19. Como observamos los niveles de
expresion del mensajero de IL-1p se reducieron significativamente tras 24 horas de
exposicion a la D-ghrelina (ANOVA: p<0,02). En cambio, no observamos afectados los
niveles de expresion del mensajero de TNFa e IL-6 por efecto de la ghrelina o D-

ghrelina.

Control ANOVA

TNFa 100+ 11.8 747+ 8.3 88,2+ 18.7 NS
IL-1B 100+ 9.8 71,3+6.5 63,5+ 9,54 p=0,02
IL-6 100+ 13.6 183,64 36,0 133,5+ 41,3 NS

Tabla 19. Niveles de expresion del mensajero del factor de necrosis tumoral o (TNFa) y las
interleuquinas (IL) -1B y -6 en cultivos primarios de astrocitos hipotaldmicos tratados con vehiculo
(Control; n=4), ghrelina (n=4) o ghrelina desacilada (n=4) a una dosis de 100nM durante 24 horas. Los
datos mostrados son la media = SEM vy estan referidos en % Control. ANOVA: p<0,02: a = diferencias

significativas versus Control; NS: no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales.

5.2.3. Niveles proteicos de GFAP, vimentina, PCNA y S-actina
Encontramos un efecto del tiempo (F(1237): 4,450; p<0,01), de la ghrelina (F(12,37):
5,063; p<0,04) y de la D-ghrelina (F1237): 6,480; p<0,02) en los niveles proteicos de
GFAP en los astrocitos en cultivo. Tras 24 horas de exposicion a la ghrelina y D-
ghrelina aumentaron los niveles de GFAP en los cultivos primarios de astrocitos
hipotalamicos (Figura 36; ANOVA: p<0,008).
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Figura 36. Niveles proteicos de la proteina acidica fibrilar de glia (GFAP) en cultivos de astrocitos

hipotalamicos tratados con vehiculo (Ct; n=5), ghrelina (G; n=5) o ghrelina desacilada (DG; n=5) a una
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dosis de 100 nM durante 1, 6 6 24 horas. Los datos mostrados son la media = SEM y estan referidos en %
CtOh. ANOVA: **= p<0,008.

No observamos cambios significativos por efecto de los tratamientos sobre los
niveles proteicos de vimentina, PCNA o B-actina (Tabla 20). Unicamente encontramos
un efecto del tiempo en los niveles de PCNA en los astrocitos en cultivo (Fi2,37): 5,096;
p<0,005).

Co Clh Coh C24h ANOVA

Vimentina | 100205 | 1057280 | 1101476 | 1075495 | 11282121 | 14064300 | 13224254 | 1157132 | 1226+ 164 | 1235152 NS

PCNA 10005 | 980+£79 [ 1265+213 ) 117.0+£9.1 980+£7.7 1004+£355 809+74 1382+£2L0 | 12694111 | 118.0+£202 | p 0,03

Actina 100£09 | 89566 863£6.6 | 98830 | 827127 73.0£137 TLOEI89 | 1223£298 | 1321£37.0 | 118.8£29.0 NS

Tabla 20. Niveles proteicos de vimentina, antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y B-actina en
cultivos primarios de astrocitos hipotaldmicos tratados con vehiculo (Ct; n=5) , ghrelina (G; n=5) o
ghrelina desacilada (DG; n=5 ) a una dosis de 100nM durante 24 horas. Los datos mostrados son la media
+ SEM vy estan referidos en % Ct. NS: no existen diferencias significativas entre los grupos

experimentales.
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Discusion

Efecto de la nutricion materna durante la gestacion y la lactancia en el control
metabolico, la organizacion sindptica y la morfologia de los astrocitos del
hipotalamo en la descendencia.

La obesidad materna induce alteraciones metabdlicas que pueden afectar a la
maduracion de los circuitos neurales hipotalamicos implicados en la regulacion de la
homeostasis energética en la descendencia (Bale y cols., 2010). Estudios en roedores han
determinado que estas alteraciones inducidas por la dieta de la madre son, en muchos
casos, permanentes y pueden predisponer al individuo a padecer enfermedades

metabolicas futuras, tales como la obesidad y la diabetes tipo 2 (Plagemann y cols., 1999;
Hales y Barker, 2001; Elmquist y Flier, 2004; Cripps y cols., 2005; McMillen y Robinson, 2005;
Muhlhausler y cols., 2005; Plagemann, 2006; Férézou-Viala y cols., 2007; Taylor y Poston, 2007).

Sin embargo, existe controversia acerca de los efectos de la obesidad materna sobre el
metabolismo y el peso de las crias al nacer (Sullivan y cols., 2011). La diversidad de los
resultados encontrados en la literatura se debe a que, en los distintos modelos
experimentales, la composicion de las dietas (e.g. cantidad de azUcares y acidos grasos),
el tiempo de exposicion a las mismas y las especies de los animales empleados, son
muy heterogéneas. Asimismo, son relativamente escasos los estudios que analizan el
efecto de una dieta rica en grasa en el desarrollo del SNC, asi como, sus consecuencias
metabdlicas en el adulto.

En estos estudios hemos observado que la ingesta materna de una dieta rica en
grasa durante la gestacion y la lactancia induce alteraciones en la expresion de los
neuropéptidos hipotalamicos, la morfologia y expresion de GFAP en los astrocitos, y la
conectividad de las neuronas de POMC en el ARC de la descendencia. Asimismo, estos
cambios resultan dependientes de la edad de las crias y, muchos de ellos, podrian

condicionar la respuesta posterior del animal a una nutricion inapropiada.

Efecto de la dieta materna sobre el peso y los niveles circulantes de hormonas
metabolicas.

Tras el nacimiento los ratones procedentes de madres alimentadas con una dieta
rica en grasa mostraron una menor glucemia, sin cambios en el peso, ni en los niveles
circulantes de insulina. Estos resultados estan de acuerdo con lo descrito en estudios
similares (Holemans y cols., 2004; Bayol y cols., 2005; Maurer y Reimer, 2011); Sin embargo,
estan en contraposicion con lo encontrado por otros autores, en los que si se observan

modificaciones en el peso de las crias (Férézou-Vialay cols., 2007; Tamashiro y Moran, 2010).
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Esta heterogeneidad en los resultados se debe, posiblemente, a que las dietas utilizadas
son muy variables, ya que, en nuestro estudio, el contenido graso aportado en la dieta de
la madre fue bastante inferior (45% de grasa) al utilizado por Tamashiro y Moran (60%
de grasa) donde observan un incremento de peso en las crias (Tamashiro y Moran, 2010).
Asimismo, aunque no existen variaciones de peso, no se descarta que las crias pudieran
tener alterados otros pardametros antropomeétricos, como la longitud y la distribucion de
la grasa, tal y como se ha observado en crias procedentes de madres diabéticas que
tampoco mostraron modificaciones de peso (Catalano y cols., 2003; Lampl y Jeanty, 2004).

La reduccion observada en la glucemia de las crias HFm al nacer podria estar
relacionada con los altos niveles circulantes de insulina de las madres, tal y como se ha
referenciado en otros trabajos en ratas (Han y cols., 2007) Y humanos (Silverman y cols.,
1995). Estos estudios demuestran que las madres que presentan hiperinsulinemia durante
la gestacion pueden causar alteraciones en el metabolismo glucidico de la descendencia.
En nuestro estudio no se descarta que fuera un efecto combinado de los cambios
metabdlicos inducidos por el sobrepeso de la madre (hiperinsulinemia, hiperleptinemia)
y el consumo materno de una dieta rica en grasa durante la gestacion y la lactancia per
se, ya que, un cambio en la dieta de la madre, como puede ser el consumo de una dieta
rica en fibra (Maurer y Reimer, 2011) 0 en azUcares (Vickers y cols., 2011), también puede
dar lugar a alteraciones en la glucemia de las crias, sin inducir cambios en el peso de las
mismas. Por tanto, aunque existen diversos estudios en la literatura que asocian el
estado metabolico de la madre con el desarrollo de alteraciones metabolicas en las crias,
se debe tener en cuenta si estos cambios han sido inducidos por obesidad materna,
diabetes gestacional, ingesta de una dieta rica en grasa o la combinacion de algunos de
estos factores, ya que, los efectos seran distintos en las crias (White y cols., 2009).

A los 24 dias de vida, al igual que observamos en los ratones al nacer, la ingesta
materna de una dieta rica en grasa durante la gestacion y la lactancia, no supuso un
incremento en el peso de las crias. Sin embargo, a esta edad los ratones HFm
presentaron hiperinsulinemia, sin cambios significativos en la glucemia, lo que podria
indicar una resistencia periférica a la insulina. Este resultado ha sido observado en
estudios similares; sin embargo, hay autores que indican que la resistencia a la insulina
va asociada a cambios de peso (Simar y cols., 2011). Otros estudios demuestran que los
cambios en la adiposidad y la distribucion de la grasa en las crias, inducidos por una
obesidad materna y el consumo de una dieta rica en grasa, estdn asociados con el
desarrollo de una resistencia periférica a la insulina que se establece tras el destete
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(Holemans y cols., 2004; Bayol y cols., 2005). En efecto, Bayol y cols. (2005) han demostrado
que una dieta materna hipercal6rica contribuye a un mayor depoésito de lipidos
intramusculares y una reduccién del masculo esquelético en las crias tras el destete, lo
que podria explicar por qué estas ratas no presentaron un incremento de peso, a pesar
de que mostraron una mayor adiposidad.

En los ratones, los islotes pancreaticos no terminan de formarse hasta después del
nacimiento (Kaung, 1994; Grove y Smith, 2003), ¥, dado que la exposicion a elevadas
concentraciones de glucosa durante la lactancia induce alteraciones en su funcionalidad
(Patel y Srinivasan, 2010), es posible que, los efectos inducidos por la madre durante la
gestacion, junto con los factores metabolicos absorbidos por las crias a través de la
leche materna, puedan haber influido en el desarrollo de las células B del pancreas.
Asimismo, estas alteraciones metabdlicas que suceden durante las etapas tempranas del
desarrollo de los ratones, podrian estar modulando las respuestas centrales y el
desarrollo de tejidos periféricos como el pancreas, alterando la respuesta glucidica del
animal en el adulto. Esta afectacion parece ser independiente de la dieta postnatal, tal y
como observamos en los ratones HFm de 144 dias de vida en los que, tanto los
alimentados con una dieta normal como los alimentados con una dieta rica en grasa,

presentaron incrementados los niveles de glucemia.

A los 60 dias de vida tampoco observamos modificaciones de peso, ni cambios en
los niveles circulantes de insulina y glucemia en las crias HFm. Diversos estudios han
constatado que algunos de los cambios que se producen durante etapas tempranas del
desarrollo se normalizan cuando los animales alcanzan la edad adulta (Vickers y cols.,
2005; Saenger y cols., 2007; Glavas y cols., 2010). Asimismo, hemos observado que algunos
de los efectos metabdlicos condicionados por una sobrenutricion neonatal, resultado de
crecer en una camada pequefia durante la lactancia (datos no publicados), o por un
cambio en los niveles neonatales de leptina (Granado y cols., 2011), aparecen 0 se acentdan
en etapas mas tardias del desarrollo. Durante la pubertad se producen muchos cambios
hormonales y metabolicos, algunos de los cuales podrian estar enmascarando o
interactuando con los efectos que se producen en etapas mas tempranas del desarrollo.
Estos cambios, asimismo, podrian estar afectando al mismo desarrollo puberal. Ademas,
el metabolismo basal cambia con la edad debido al envejecimiento fisiologico del
sistema (Aasum y cols., 2003), por lo que, es posible que los cambios metabdlicos
tempranos también afecten a este proceso.
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A los 144 dias de vida los ratones HFm tampoco presentaron modificaciones de
peso. Este resultado es similar a lo publicado por Kozak y cols. En efecto, dichos
autores demostraron que la ingesta materna de una dieta rica en grasa durante la
lactancia, no inducia cambios significativos en el peso de las crias, ni siquiera cuando
éstas alcanzaron la edad adulta (Kozak y cols., 2010). Otros autores afirman que muchas de
las alteraciones metabdlicas que conducen a cambios en el peso de la descendencia sélo
aparecen cuando el animal se encuentra en contacto con un ambiente obesogénico
(Rooney y Ozanne, 2011). No obstante, los ratones HFm de 144 dias de vida, a pesar de no
presentar cambios de peso, si que mostraron hiperglucemia e hipoleptinemia Este
aumento en los niveles de glucosa estd de acuerdo con otros estudios en los que la
sobrenutricion materna en roedores esta asociada con una intolerancia a la glucosa en la
descendencia (Buckley y cols., 2005; Taylor y cols., 2005; Samuelsson y cols., 2008; Nivoit y cols.,
2009). Esta pérdida de tolerancia a la glucosa generalmente resulta de la combinacion de
una disfuncion en las células B del pancreas y una resistencia a la insulina,
observandose ambas en la descendencia de madres sobrenutridas (Rooney y Ozanne, 2011).

La hipoleptinemia ha sido observada en ratas recien nacidas procedentes de madres
alimentadas con una dieta rica en grasa durante la gestacién, donde tampoco observaron
cambios de peso (Morris y Chen, 2009). Aunque en este estudio se determinaron los
nieveles de leptina en los ratones de 144 dias de vida, es posible que, la hipoleptinemia
aparezca en etapas mas tempranas. Se ha descrito que la ingesta materna de una dieta
rica en grasa durante la lactancia, induce cambios en la actividad génica de los
adipocitos reduciendo los niveles circulantes de leptina, sin cambios de peso, ni de
indice de adiposidad en las crias tras el destete (Kozak y cols., 2010). Ademas, la
administracion de leptina exdgena en ratas lactantes también tiene efectos a largo plazo
sobre el desarrollo y la funcionalidad de los adipocitos, incluyendo cambios en la
expresion de los receptores de leptina (Granado y cols., 2011). Por consiguiente, es posible
que los niveles circulantes de leptina de la madre, que probablemente se encontraban
elevados por efecto de la ingesta de la dieta rica en grasa (Hoffler y cols., 2009), puedan
haber afectado el desarrollo del tejido adiposo de las crias, reduciendo su capacidad de
producir leptina. Sin embargo, si esta reduccion en la produccion de leptina contribuye
al desarrollo de cambios metabdlicos y/o condiciona la respuesta del animal a un

cambio de dieta en etapas posteriores requiere ser investigado.
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Efecto de la dieta materna sobre las neuronas de POMC y NPY del ARC y los niveles
de expresion de sus neuropéptidos en el hipotalamo.

En los ratones las neuronas del ARC comienzan a expresar POMC y NPY en el
dia embrionario 12 (Khachaturian y cols., 1985) Yy 16 (Kagotani y cols., 1989),
respectivamente. Sin embargo, no es hasta el dia postnatal 15 cuando ambos
neuropéptidos alcanzan su maxima expresion (Cottrell y cols., 2009). Las neuronas que
expresan POMC y NPY en el ARC se encuentran localizadas fuera de la BHE, por lo
que, tendran una localizacion privilegiada a la hora de responder a los factores
metabolicos circulantes que se encuentren en la sangre (Ibrahim y cols., 2003). Ademas, la
BHE no termina de formarse hasta después del nacimiento de los ratones (Daneman y
cols., 2010), asi como, la maduracién y el desarrollo de las neuronas hipotalamicas
implicadas en el regulaciéon del control metabolico (Bouret y cols., 2004b), por lo que,
durante el desarrollo pre- y postnatal, el SNC estard mas expuesto a las alteraciones
metabdlicas que se produzcan. Por esta razén, no es de extrafiar, que una alimentacion
materna inadecuada durante este periodo critico pueda causar alteraciones en el
desarrollo de las neuronas del hipotalamo afectando a su namero, fenotipo y los niveles

de expresion de sus neuropéptidos.

La exposicion a una dieta rica en grasa durante la gestacion supuso un aumento en
la expresidn de los neuropéptidos anorexigénicos en el hipotalamo de los ratones recién
nacidos, mientras que, los neuropéptidos orexigénicos no se vieron afectados. Este
aumento en la expresion de POMC y CART indica que, el estado metabolico de la
madre, podria estar induciendo cambios en los circuitos hipotalamicos que regulan el
control metabdlico en la descendencia. Uno de los posibles candidatos a inducir estos
cambios, podria ser la leptina materna, ya que, sus niveles se encontraran incrementados
por efecto de la dieta y/o la ganancia de peso en las madres de los ratones HFm
(Considine y cols., 1996; Argente y cols., 1997), pudiendo afectar durante la gestacion al
desarrollo del feto y alterando especificamente la expresion de los neuropéptidos POMC
y CART. Durante el desarrollo prenatal, la leptina actua principalmente como un factor
trofico potente, siendo sus principales dianas de accion las neuronas que coexpresan
POMC y CART en el hipotalamo de los ratones (Ahima y cols., 1998; Bouret y cols., 2004a;
Bouret, 2008). Otros autores demuestran que las madres con obesidad inducida por la
dieta, acompariadas de hiperleptinemia, inducen alteraciones en el desarrollo de los
circuitos hipotaldmicos implicados en la regulacion del balance energético de la
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descendencia (Kirk y cols., 2009). Igualmente, existen otros factores metabdlicos, que
pueden verse incrementados por efecto de la ingesta excesiva de grasas como la IL-1
(Kim y cols, 2008), que ademds, pueden afectar directamente a las neuronas
anorexigénicas del ARC, estimulando la expresion de los neuropéptidos derivados de
POMC (Scarlett y cols., 2007; Bouret, 2010). Asimismo, un aumento en los niveles de
glucosa en los fetos puede inducir un aumento en la expresion de POMC en el
hipotalamo de los mismos (Muhihausler y cols., 2005).

De modo que, el exceso de nutrientes (e.g. &cidos grasos, glucosa), hormonas (e.g.
leptina, insulina) y citoquinas inflamatorias que se pueden encontrar alterados en la
madre por el consumo de una dieta rica en grasa (lkemoto y cols., 1996; Kelly y cols., 2004;
Sullivan y cols., 2011), podrian haber afectado a la expresion de POMC y CART de las crias
HFm. Ademas, esta sobreexpresion de POMC en los ratones HFm al nacer, podria estar
involucrada en la inhibicion de la produccion hepatica de glucosa, reduciendo los
niveles de glucosa en la sangre, tal y como se ha observado tras la administracion
central de péptidos derivados de POMC en roedores (Fan y cols., 1997; Obici y cols., 2001).

No obstante, cabe destacar que los niveles de expresion génica de estos
neuropéptidos hipotalamicos se midieron por RT-PCR, por lo que, desconocemos si los
cambios en sus niveles se debieron a alteraciones en el nimero de ceélulas de
POMC/CART o a una reduccion en la expresion de estos neuropéptidos por cada una de
estas células. Ademas, existen distintas proteinas derivadas de POMC, por lo que,
desconocemos que productos de este gen se vieron afectados por los cambios en la

expresion de este neuropéptido.

A los 24 dias de vida, los ratones HFm mantuvieron incrementada la expresion
hipotaldamica del mensajero de POMC, pero ademas las neuronas que expresaron este
neuropéptido en el ARC mostraron un mayor perimetro, efecto que podria estar
asociado a una mayor actividad en estas neuronas (Erskine y Miller, 1995). A esa edad, los
ratones ya habian sido destetados, por lo que, los cambios encontrados en estos
parametros podrian deberse a factores circulantes de las propias crias 0 a efectos
permanentes inducidos por la madre durante la gestacién y la lactacion.

Se ha relacionado la hiperinsulinemia en la madre durante la lactancia con una
hipertrofia en las neuronas de los nucleos hipotalamicos VMN y DMN de las crias tras
el destete (Plagemann y cols., 1999). Tras este periodo, los ratones HFm presentaron
hiperinsulinemia, la cual ejerce efectos directos sobre las neuronas de POMC (Obici y

-05-



Discusion

cols., 2001). Este hecho podria estar implicado en los cambios detectados en los niveles
de POMC, y posiblemente, en la hipertrofia de las neuronas que lo expresaron en el
ARC.

No obstante, a esta edad (24 dias de vida), es de interés resefiar que el efecto que
ejercio la dieta materna sobre la expresion de CART fue diferente al observado en
POMC vy en los ratones al nacer, ya que, los niveles de dicho neuropéptido se
encontraron disminuidos tras el destete. Si bien no puede descartarse la implicacion de
CART en el control de la ingesta, la disminucion observada en sus niveles podria estar
relacionada con su papel en otros sistemas fisioldgicos, tales como la respuesta al estrés
(Vrang y cols., 2003) 0 el comportamiento adictivo y psicoestimulante que implica la
liberacion neuronal de dopamina y GABA en el ARC (Vicentic y Jones, 2007).

Tras la lactancia, todos los ratones recibieron una dieta normal durante tres dias.
La separacién de la madre y el cambio de dieta tras el destete podrian haber provocado
una situacioén de estrés que, en el caso de los ratones HFm, pudo haber sido mayor, lo
que habria provocado los cambios en los niveles de CART. De hecho, cuando a estos
ratones HFm se les introdujo una dieta rica en grasa en la etapa adulta, normalizaron sus

niveles de expresion de este neuropéptido en el hipotalamo.

A los 60 dias de vida los ratones HFm no presentaron afectados los niveles de
POMC como en edades anteriores. En cambio, si que mostraron una reduccién en los
niveles de CART, como a los 24 dias de vida, y de AgRP en el hipotalamo. De modo
que, a pesar de no encontrar diferencias de peso, ni en los niveles circulantes de
hormonas, estos ratones presentaron cambios en la expresion de estos péptidos, que
podrian estar contribuyendo a acentuar o agravar la respuesta del animal a un cambio de
dieta en el futuro. No obstante, no podemos asegurar que estos ratones presentaran
cambios en la ingesta, ya que no fue medida, de modo que, desconocemos si las
diferencias basales encontradas en dichos neuropéptidos lograron modificar su

metabolismo energético.

La disminucion en CART en el hipotalamo de ratones HFm de 144 dias de vida
podria estar relacionada con la hipoleptinemia en estos ratones. Esta hormona es una de
las principales implicadas en inhibir la ingesta mediante la activacion de las neuronas de
POMC/CART (Houseknecht y cols., 1998). Ademas, estos ratones mostraron un aumento
en el numero de contactos AgRP que se encontraban alrededor del soma de las neuronas
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de POMC en el ARC. Por tanto, a pesar de que dichos ratones no mostraron afectados
los niveles de expresion de los neuropéptidos orexigénicos, las neuronas de NPY/AgRP,
podrian estar ejerciendo un efecto inhibidor mayor sobre las neuronas de POMC a
través de la liberacion de AgRP (Cone, 2005), lo que podria estar afectando
especificamente a la expresion de CART en el hipotalamo, ya que, los niveles de
POMC se encontraron ligeramente disminuidos, pero este efecto no llegd a ser
estadisticamente significativo.

Efecto de la dieta materna sobre la activacién y morfologia de los astrocitos del
hipotalamo.

Los astrocitos participan en la regulacion de las funciones neuroendocrinas
(Theodosis y Poulain, 1984; Majdoubi y cols., 1997; Garcia-Segura y cols., 1999), sin embargo, se
desconoce su funcion en el control de la ingesta y el balance energético.

En roedores, la mayoria de los procesos astrocitarios, asi como, la maduracion y
establecimiento del dominio espacial de los astrocitos en el SNC, tienen lugar durante la
tercera o cuarta semana postnatal (Bushong y cols., 2004; Freeman, 2010). Por consiguiente,
se considera que es durante este periodo cuando los cambios hormonales y/o la ingesta
materna de una dieta rica en grasa, podrian estar afectando al desarrollo de estas células
gliales en el hipotadlamo. Ademas, los astrocitos se encuentran localizados proximos a
los vasos sanguineos y a las neuronas, regulando todos los aspectos de la funcién
neuronal, desde su metabolismo hasta su conectividad, la cual puede ir asociada con
cambios en la morfologia de dichas células gliales (Theodosis y cols., 2008; Nimmerjahn y
cols., 2009). En consecuencia, cualquier cambio que se produzca en la expresion,
morfologia y/o nimero de astrocitos hipotalamicos puede resultar decisivo en la

funcionalidad de las neuronas de esta regién cerebral.

Tras el destete (24 dias de vida), los ratones HFm mostraron una menor expresion
de GFAP en el hipotdlamo, efecto que podria estar asociado con el menor nimero de
sus proyecciones en el ARC, tal y como hemos observado a esta edad. Por lo tanto, si
tenemos en cuenta que los astrocitos maduros se caracterizan por presentar una mayor
complejidad estructural y una mayor expresion del mensajero de GFAP (Plagemann y
cols., 2000), y dado que las ratas tras el destete todavia estan en desarrollo, es posible que,
una menor expresién hipotalamica de GFAP y del nimero de proyecciones que
presentaron estas celulas en el ARC, esté relacionado con una menor diferenciacion o
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maduracion de estas células gliales en el hipotalamo. Ademas, durante el desarrollo
postnatal, los astrocitos son esenciales en la proliferacion y maduracion de las neuronas
hipotaldmicas, asi como, en la organizacién sindptica (Chowen y cols., 1996). De modo
que, los cambios observados en los astrocitos podrian estar implicados, al menos en
parte, en las modificaciones detectadas en las neuronas de POMC y CART en el
hipotadlamo. Existen estudios que afirman que una mayor extension de la cobertura glial
en las neuronas esta relacionada con una menor actividad neuronal (Wenzel y cols., 1991;
Ventura y Harris, 1999; Genoud y cols., 2006; Lushnikova y cols., 2009), asi como, que existe
una relacion inversa entre la cantidad de cobertura glial y la extension de membrana
neuronal disponible para recibir conexiones sinapticas en el hipotdlamo (Garcia-Segura y
cols., 1999). Por tanto, para determinar si los astrocitos, a través de cambios en su
cobertura alrededor de las neuronas, podrian estar modificando la actividad neuronal
préxima, cuantificamos este pardmetro en las neuronas de NPY y POMC en el ARC de
los ratones.

A los 24 dias de vida los ratones HFm presentaron una mayor cobertura glial
alrededor de las células que expresan POMC en el ARC, a pesar de que mostraron una
sobreexpresion de POMC. Por el contrario, las neuronas de NPY mostraron una menor
cobertura glial por efecto de la dieta materna que, como hemos mencionado
anteriormente, no supuso modificaciones en la expresion de este neuropéptido en el
hipotdlamo. Por tanto, y al igual que se ha observado en otros estudios (Nimmerjahn y
cols., 2005; Wu y Zhuo, 2008), no siempre la extension o retraccion de la cobertura glial en
la superficie de contacto de las neuronas supone modificaciones en la actividad o en los
niveles de expresion de sus neuropéptidos. Sin embargo, no se descarta, que estos
cambios de extension glial alrededor de estas neuronas puedan estar afectando a la
conectividad y expresion de neuropéptidos, ya que, desconocemos que tipo de sinapsis
(excitatorias o inhibitorias) se vieron modificadas por estos cambios.

A los 60 dias de vida, al igual que encontramos en los ratones HFm tras el destete,
la dieta de la madre indujo un aumento en la cobertura glial alrededor de las neuronas de
POMC del ARC; sin embargo, a esta edad no encontramos cambios en la cobertura glial
de las neuronas de NPY. Ademas, estos cambios en la cobertura glial de las neuronas de
POMC no estaban asociados con modificaciones en los niveles de expresion del
mensajero de GFAP en el hipotdlamo. Es posible que exista una reorganizacion de los

filamentos de GFAP en los astrocitos alrededor de las células de POMC, lo que podria
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estar relacionado con cambios en las fosforilaciones de esta proteina, que no
necesariamente supone un aumento en su sintesis (Moran y cols., 1996; Tanji y cols., 2003).

El aumento en la extensién glial alrededor de las neuronas de POMC, sin cambios
en la cobertura de las neuronas de NPY del ARC, se mantuvo en los ratones HFm de
144 dias de vida. De modo que, este cambio estructural podria haberse establecido en la
descendencia de manera permanente, durante el desarrollo y maduracion de este nucleo
hipotalamico, por efecto de la ingesta materna de una dieta rica en grasa.

A pesar del aumento detectado en la cobertura glial de las neuronas de POMC,
observamos una reduccion en el nimero de astrocitos en el ARC, asi como, en la
longitud de sus proyecciones. Es posible que estos cambios en el nimero y morfologia
de los astrocitos estén afectando a la cobertura de otros tipos neuronales, asi como, a la
asociacion de la glia a los vasos sanguineos. Igualmente, una reduccion en el numero de
estas células podria estar causando cambios en la actividad de las neuronas adyacentes,
ya que, estas células gliales son las principales encargadas de mantener la homeostasis
del espacio extracelular (Fields y Stevens-Graham, 2002) y de formar la primera barrera
celular en contacto con los vasos sanguineos, lo que podria conllevar a modificaciones
en su capacidad de captacion y transporte de nutrientes en el hipotalamo, afectando al

metabolismo neuronal (Yiy cols., 2011).

Los efectos inducidos por la ingesta de una dieta rica en grasa en la etapa adulta
estan condicionados por la nutricion materna durante la gestacion y la lactancia.
Efecto del cambio de dieta durante la etapa adulta sobre el peso y los niveles
circulantes de hormonas.

El consumo de una dieta rica en grasa en la etapa adulta, al igual que se ha
observado en otros modelos de obesidad (Hoffler y cols., 2009), SUPUSO un incremento en
el peso e hiperleptinemia, independientemente de cudl fuera la procedencia materna de
los ratones. Este cambio de dieta también produjo hiperinsulinemia e hiperglucemia. Sin
embargo, en el caso de los ratones HFm se acentud este incremento, ya que, estos
ratones ya tenian aumentada la glucemia por efecto de la dieta materna. La obesidad
materna puede inducir alteraciones en la funcionalidad de diversos tejidos periféricos
(e.g. pancreas) en la descendencia (Han y cols., 2005) Y, al igual que en estudios similares

(Levin y Govek, 1998), es posible que el incremento acentuado en los niveles de glucemia
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e insulina observado en los ratones HFm, pueda contribuir al desarrollo de una
resistencia periférica a la insulina.

El aumento de leptina producido por el consumo de una dieta rica en grasa
durante la etapa adulta, podria estar relacionado con el aumento de peso v,
posiblemente, pudo ser debido a una hipertrofia de los adipocitos inducida por la ingesta

excesiva de grasas (Kubota y cols., 1999).

Efecto del cambio de dieta durante la etapa adulta sobre las neuronas de POMC y NPY
en el ARC y los niveles de expresion de sus neuropéptidos en el hipotalamo.

La ingesta prolongada de una dieta hipercaldrica también induce al desarrollo de
una resistencia central a insulina y/o leptina (Kieffer y cols., 1996; Spiegelman y Flier, 1996;
Ahima y Flier, 2000), asi como alteraciones en el transporte de hormonas desde la
circulacion al SNC (Banks y cols., 1999). Estos cambios van a agravar los efectos
derivados de la ingesta excesiva de grasas, conduciendo a un aumento progresivo del
peso y de los niveles séricos de leptina e insulina.

En este estudio el consumo de una dieta rica en grasa durante la etapa adulta
supuso una disminucion en los niveles de expresion del mensajero de NPY y AgRP en
el hipotalamo de los ratones HFm. Aunque estos ratones mostraron unas
concentraciones de leptina notablemente elevadas por efecto del cambio de dieta, las
neuronas de NPY/AgRP no desarrollaron una resistencia a esta hormona.

No obstante, el consumo de una dieta rica en grasa en dichos ratones HFm supuso
una disminucion en los niveles de POMC en el hipotadlamo, mientras que, en los ratones
procedentes de madres control, este cambio de dieta no afectd significativamente a este
neuropéptido. Estudios recientes han demostrado que el consumo de una dieta rica en
grasa en el adulto puede inducir una resistencia central a la insulina, que se determina
por la falta de respuesta de las neuronas de POMC en el hipotalamo, a pesar de que los
niveles séricos de insulina y leptina estén incrementados (Clegg y cols., 2011). Por tanto,
estos ratones podrian haber desarrollado una resistencia central a la insulina o leptina en
poblaciones neuronales especificas, ya que, en vez de encontrar los niveles de expresion
de POMC incrementados por efecto de la accion de la leptina e insulina, hormonas que
se encontraban incrementadas en dichos ratones, los encontramos disminuidos o sin

modificaciones por efecto del cambio de dieta.
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La disminucion observada en el perimetro de las células de POMC del ARC por
efecto del cambio de dieta en los ratones HFm, podria estar relacionada con cambios en
la actividad o produccion de neuropéptidos en estas células (Henneman y cols., 1965), 1o
que explicaria la disminucion detectada en la expresion de POMC en estos ratones.
Ademas. cabe destacar que el cambio de dieta en los ratones HFm modifico, de manera
inversa, el patron de expresion de POMC y CART en el hipotalamo, ya que, los niveles
de expresion del mensajero de CART se vieron normalizados con el cambio de dieta.

En la etapa adulta, los ratones procedentes de madres control mostraron un
aumento en el nimero de contactos de AgRP alrededor del soma de las neuronas de
POMC en el ARC en respuesta a una dieta rica en grasa. Sin embargo, el cambio de
dieta en los ratones HFm no indujo mas cambios en este parametro, manteniendo el
aumento observado por efecto de la ingesta materna de una dieta rica en grasa. Por
tanto, el consumo materno de una dieta rica en grasa durante la gestacion y la lactancia
o la ingesta de grasas durante la etapa adulta, aumenta el nimero de contactos de AgRP
en las neuronas de POMC, sin que la interaccion de ambos factores suponga un efecto
aditivo o sinérgico. Sin embargo, en los ratones procedentes de madres control, a
diferencia de los ratones HFm, los cambios en el nimero de contactos de AgRP en las
neuronas de POMC no parece asociado a las modificaciones observadas en los niveles
de expresion de mensajero de POMC, indicando que otros factores metabdlicos podrian

estar implicados en los cambios detectados en la expresion de este neuropéptido.

Efecto del cambio de dieta durante la etapa adulta sobre la activacion y morfologia de
los astrocitos del hipotalamo.

El consumo de una dieta rica en grasa altera los niveles circulantes de diversos
factores, tales como la insulina, los glucocorticoides, los estrogenos y las citoquinas
(Tannenbaum y cols., 1997; Kubota y cols., 1999; Cohen, 2000; Hoffler y cols., 2009), que son
capaces de modular la expresion de GFAP en el cerebro (Toran-Allerand y cols., 1991;
Rozovsky y cols., 1995; Garcia-Segura y cols., 1996). De modo que, estos factores también
pueden estar implicados en inducir cambios en la activacion y morfologia de los
astrocitos del hipotalamo.

El cambio de dieta en la etapa adulta indujo modificaciones en los niveles de
expresion del mensajero de GFAP, el nimero de astrocitos y la longitud de sus
proyecciones en el ARC, asi como, la cobertura glial de las neuronas NPY y POMC en
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este nucleo hipotalamico. Sin embargo, estos efectos fueron distintos en funcion de la
procedencia materna de los ratones.

En los ratones procedentes de madres control, el cambio de dieta increment6 los
niveles de expresion de GFAP en el hipotalamo, ademas de, aumentar la longitud de las
proyecciones que presentaron los astrocitos en el ARC. Otros estudios confirman que la
ingesta excesiva de grasas promueve la expresion de GFAP y la reactividad de los
astrocitos en el cerebro (Hsuchou vy cols., 2009; Horvath y cols., 2010). Por tanto, el consumo
de una dieta rica en grasa podria haber promovido la reactividad de los astrocitos del
hipotalamo relacionado con el aumento observado en los niveles de GFAP, asi como, in
vitro se asocian los cambios morfoldgicos de los astrocitos con una mayor reactividad
astroglial (Pike y cols., 1994).

Uno de los posibles factores metabolicos implicados en los cambios de GFAP en
el hipotalamo podria ser la leptina, incrementada en este estudio por el consumo de una
dieta rica en grasa. La leptina circulante aumenta en situaciones de obesidad y en
respuesta a una dieta rica en grasa (Argente y cols., 1997; Hoffler y cols., 2009), pudiendo
afectar al desarrollo de neuronas y astrocitos (Bouret, 2010; Pan y cols., 2011) e induciendo
cambios sinapticos en los circuitos metab6licos (Pinto y cols., 2004). Ademas, los
astrocitos expresan el receptor de la leptina (Cheunsuang y Morris, 2005) Yy su expresion en
el hipotalamo incrementa en respuesta a una dieta rica en grasa (Hsuchou y cols., 2009),
por lo que, no es de extrafiar, que algunas de las modificaciones observadas en estas
células gliales puedan ser el resultado de los cambios detectados en los niveles

circulantes de esta hormona.

Los cambios morfoldgicos en los astrocitos estan relacionados, en ocasiones, con
cambios en la conectividad de las neuronas (MccCall y cols., 1996; Pan y cols., 2011; Horvath y
cols., 2010). En los ratones NDm, las modificaciones gliales observadas por efecto del
cambio de dieta, podrian estar implicadas en modular la actividad neuronal y la
expresion de neuropéptidos en el hipotadlamo. Recientemente se ha demostrado que los
cambios en la actividad de los astrocitos del hipotdlamo, mediado por cambios en los
niveles de GFAP, estan relacionados inversamente con la actividad de las neuronas
implicadas en la sintesis de los péptidos anorexigénicos (Pan y cols., 2011). Sin embargo,
no encontramos una relacion inversa entre los niveles de GFAP y los cambios en la
expresion de los neuropéptidos hipotaldmicos en los ratones NDm inducidos por el
consumo de una dieta rica en grasa. Hemos observado que este cambio de dieta en la

-102 -



Discusion

etapa adulta, supuso una disminucion en los niveles de GFAP y en la cobertura glial de
las neuronas que expresan NPY en el ARC, pero también una disminucion en la
expresion de este neuropéptido. Asimismo, a pesar de no encontrar cambios en la
cobertura glial en las neuronas de POMC, ni en la expresion de este neuropéptido en el
hipotdlamo, observamos un aumento del numero de contactos de AgRP en dichas
células. Esto sugiere que otros factores podrian estar implicados en controlar la
expresion de NPY y POMC en respuesta a una dieta rica en grasa en estos ratones, ya
que, la expresion de cualquier neuropéptido depende de maultiples factores.

Por otro lado, los ratones HFm presentaron una disminuciéon en el numero de
astrocitos GFAP+ en el ARC cuando consumieron una dieta normal; sin embargo, el
cambio a una dieta rica en grasa en la etapa adulta indujo un aumento significativo del
mismo, pero sin cambios en la longitud de sus proyecciones, ni en la cobertura glial de
las neuronas de NPY o POMC. De modo que, dado que los astrocitos son elementos
esenciales en la estructuracion de la BHE y se encargan, entre otras funciones, de
regular el transporte de sustancias al cerebro, asi como, dentro del mismo (Fields y
Stevens-Graham, 2002; Yi y cols., 2011), es posible que los cambios en su nimero y
morfologia pudieran estar afectando a su extension o nimero alrededor de las paredes
de los vasos sanguineos (Horvath y cols., 2010) y a la entrada de factores y sefales al
cerebro (Araque y cols., 2001; Fields y Stevens-Graham, 2002). Estos posibles cambios en el
transporte glial podrian modificar la respuesta del SNC a las alteraciones metabdlicas
sistémicas que se produzcan en el animal, como puede ser la ingesta de una dieta rica en
grasa en la etapa adulta, lo que explicaria la diferente respuesta encontrada por efecto
del cambio de dieta entre los ratones NDm y HFm. Esta hipGtesis se apoya en estudios
recientes en los que se ha observado que una astrogliosis previa en el hipotalamo,
asociado con un aumento en la produccion de IL-6, puede prevenir el incremento de
peso inducido por el consumo de una dieta rica en grasa (Hidalgo y cols., 2010).

Por tanto, comparando las distintas respuestas al cambio de dieta en los ratones
NDm y HFm, podemos decir que la ingesta de una dieta rica en grasa durante la etapa
adulta induce modificaciones en los astrocitos del hipotalamo que son dependientes de
las condiciones nutricionales de la madre durante la gestacion y la lactancia. Asimismo,
estos cambios gliales estan relacionados, al menos en parte, con los cambios detectados
en la conectividad de las neuronas y neuropéptidos hipotalamicos, lo que podria
explicar porqué la respuesta metabdlica del animal a un cambio de dieta durante la etapa
adulta se vio también condicionada por la dieta materna.
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Efecto de un aumento cronico de leptina sobre el metabolismo energético, la
activacion y morfologia de los astrocitos, y la remodelacion sinptica en el
hipotalamo.

Uno de los efectos metabolicos que contribuye a la patogénesis de la obesidad es
la hiperleptinemia y la falta de respuesta a esta hormona por parte de las neuronas
hipotaldmicas (Benomar y cols., 2005). Estudios llevados a cabo en humanos han
determinado que los niveles de leptina, tanto en el plasma como en el LCR, se
encuentran elevados en la mayoria de los individuos obesos, valores que alcanzan hasta
un 318% y un 30% mas altos respectivamente (Caro y cols., 1996), en funcion del indice
de adiposidad (Schwartz y cols., 1996). Esta hiperleptinemia se observa también en
modelos animales de obesidad y en respuesta a una dieta rica en grasa (Hoffler y cols.,
2009), lo que podria estar implicado en los cambios observados en la activacion de los
astrocitos del hipotdlamo. En otras regiones del SNC, la reactividad astroglial esta
mediada por la activacion de STAT-3, proteina efectora de la via de sefializacion de la
leptina (Herrmann y cols., 2008). Ademas, los astrocitos hipotaldmicos no sélo expresan
distintas formas del receptor de leptina (Cheunsuang y Morris, 2005), Sino también se
modifica el patron de expresion de sus receptores en respuesta a los cambios
metabdlicos derivados del consumo de una dieta rica en grasa (Hsuchou y cols., 2009),
como puede ser un aumento en los niveles circulantes de leptina.

En los estudios presentados en la presente Tesis Doctoral, observamos que el
aumento cronico y central de leptina indujo cambios en las proteinas gliales y en la
morfologia de los astrocitos del hipotdlamo que nos sugiere una mayor reactividad
astroglial en esta region. Ademas, estos cambios correlacionaron de manera inversa con
la densidad total de las proteinas sinapticas, lo que podria indicar la implicacion de los

astrocitos en la remodelacién sinéptica hipotalamica.

Efecto de la leptina en la regulacion del peso y los niveles periféricos de hormonas
metabolicas.

La administracion cronica icv de leptina, tal y como se ha observado en estudios
similares (Burgos-Ramos y cols., 2011; Keung y cols., 2011), disminuy6 significativamente la
ganancia de peso de las ratas, tras los 14 dias que duro el tratamiento. Sin embargo, la
accion anorexigénica de la leptina sobre el peso, fue disminuyendo al final del
tratamiento. Esta disminucién podria deberse a la pérdida de respuesta a esta hormona
por parte de las células del hipotdlamo, ya que, en el momento del sacrificio, los niveles
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de activacion de STAT-3 no se vieron modificados en el hipotdlamo de estas ratas.
Ademaés, la administracion central y prolongada de leptina aumenta los niveles de
SOCS-3 en el hipotdlamo (Burgos-Ramos y cols., 2011), siendo esta proteina la que inhibe
la via de sefializacion de la leptina y parece determinar el grado de sensibilidad de un
tejido a esta hormona (Bjerbaek y cols., 1998; Bjgrbaek y cols., 1999). Durante la Gltima etapa
del estudio, la ganancia de peso del grupo de ratas tratadas con leptina no fue diferente
al del grupo de ratas control, apoyando la hip6tesis de que estas ratas desarrollaron una

resistencia a la leptina.

En respuesta a la exposicién prolongada icv a la leptina no observamos cambios
significativos en la glucemia o en los niveles circulantes de leptina, insulina o ghrelina
en las ratas. El hecho de no encontrar diferencias en estos parametros, podria deberse a
que los animales no permanecieron en ayunas antes del sacrificio, lo que también
justificaria la variabilidad encontrada en los datos. No obstante, aunque las ratas
presentaron una menor ganancia de peso por efecto del tratamiento, observamos que los
niveles circulantes de leptina mostraron una tendencia a incrementar, al igual que se ha
observado en estudios similares (Shi y cols., 1998), o que podria indicar que existié un
transporte de leptina desde el ventriculo lateral al torrente sanguineo. Asimismo, se ha
demostrado que tras una infusion aguda icv de leptina en ratas, los niveles de esta

hormona incrementan rapidamente en la circulacion (Burgos-Ramos y cols., 2011).

Efecto de la leptina sobre las proteinas gliales y la morfologia de los astrocitos del
hipotalamo.

La mayoria de los efectos metabdlicos que ejerce la leptina estan mediados por el
hipotdlamo, a través de sus receptores Ob-Rb, localizados principalmente en las
neuronas (Hékansson y cols., 1996; Cheung y cols., 1997) y astrocitos (Cheunsuang y Morris,
2005) del ARC (EImquist y cols., 1998). Es bien conocido que los astrocitos pueden
responder a cambios en los niveles circulantes de hormonas, modificando la expresion
de sus proteinas estructurales como GFAP y vimentina (Morrison y cols., 1985; Garcia-
Segura y cols., 1999) que, en ocasiones, estaran asociados con la reactividad astroglial
(Halassa y Haydon, 2010).

La exposicion prolongada a la leptina podria estar induciendo una astrogliosis
reactiva en el hipotdlamo, tal y como se ha observado en los estudios anteriores en
respuesta a un aumento en la ganancia de peso inducido por la ingesta de una dieta rica
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en grasa. Las ratas tratadas cronicamente con esta hormona, presentaron incrementados
los niveles proteicos de GFAP y vimentina, asi como, la longitud de las proyecciones de
los astrocitos en el ARC. Estos resultados sugieren que la leptina podria estar
promoviendo los niveles de expresion de GFAP en el hipotdlamo. En los ratones obesos
ob/ob donde los niveles de leptina son inexistentes, se ha observado que presentan una
disminucion en los niveles de GFAP en el cerebro (Ahimay cols., 1999), lo que apoyaria la
hipétesis de que la leptina esta involucrada en la regulacion de esta proteina estructural
en la glia. Ademas, este efecto es ejercido de manera directa sobre los astrocitos, ya que,
la leptina modula tanto los niveles proteicos de GFAP como los niveles de ARNm de
esta proteina, asi como, sus propios receptores en astrocitos hipotalamicos en cultivo. El
aumento in vitro de GFAP observado en los astrocitos en respuesta a la leptina coincide
con un aumento en los niveles de activacion de STAT-3.

Por tanto, tal y como se ha demostrado en otros estudios in vivo donde la
expresion de GFAP vy la regulacion de la astrogliosis estd mediada por la activacion de
este factor de transcripcién en otras regiones del cerebro (Shafit-Zagardo y cols., 1988;
Okada y cols., 2006; Gadea y cols., 2008; Herrmann y cols., 2008), la fosforilacion de STAT-3
podria estar mediando los efectos directos ejercidos por la leptina en los astrocitos
hipotalamicos. El hecho de no observar diferencias en los niveles proteicos de STAT-3
en respuesta a la leptina in vivo, aunque se encontraron incrementados los niveles de
GFAP, podria deberse a que se cuantifico la cantidad total de STAT-3 fosforilado en el
hipotdlamo, no especificamente en los astrocitos. También, como hemos mencionado
anteriormente, la exposiciéon prolongada a esta hormona podria haber afectado a la
funcionalidad de las neuronas sensibles a leptina debido al bloqueo de su via de
sefializacion a traves de SOCS-3 (Burgos-Ramos y cols., 2011). Si la exposicién prolongada
a la leptina produce una resistencia en los astrocitos del hipotalamo, ain se desconoce.
Cabe la posibilidad de que las neuronas y los astrocitos hipotalamicos respondan de
manera inversa a esta hormona en algunas situaciones metabdlicas, ya que, los estudios
de Hsuchou y cols. (2009) demuestran que los niveles del receptor de leptina
disminuyen en las neuronas hipotalamicas en respuesta a una obesidad inducida por una
dieta rica en grasa, mientras que, en los astrocitos aumentan.

Las ratas tratadas cronicamente con leptina también presentaron una mayor
expresion de vimentina en los astrocitos del ARC, lo que podria indicar también una
mayor reactividad en estas células gliales. Sin embargo, in vitro no encontramos
diferencias en los niveles proteicos de vimentina en los astrocitos por efecto de la
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leptina. Es posible que, el aumento de vimentina observado en el modelo in vivo esté
mediado por otros factores metabdlicos o ser debido a un efecto de la leptina sobre otro
tipo celular, que estaria actuando sobre los astrocitos. También es posible que para
observar un aumento de vimentina en los astrocitos se requiera de un mayor tiempo de
exposicion a esta hormona, ya que, in vivo las ratas estuvieron expuestas durante 14 dias
a la leptina. Asimismo, estas ratas mostraron un mayor numero de fibras
inmunoreactivas para vimentina en el ARC, que proyectaban perpendiculares al 3V, lo
que sugiere que los tanicitos también podrian estar implicados en el aumento de esta
proteina en el hipotalamo. Los tanicitos son células ependimarias modificadas que, a
través de sus proyecciones, regulan el transporte de distintos factores metabélicos desde
el LCR al hipotdlamo medial (Rodriguez y cols., 2010), por lo que, una mayor
inmunoreactividad en sus fibras podria estar indicando alteraciones en el transporte de
nutrientes al hipotalamo a través de estas células.

Recientemente, se ha demostrado que la leptina induce una mayor actividad de los
astrocitos hipotalamicos que podria afectar a la difusion o transporte de esta hormona al
hipotdlamo en animales obesos (Pan y cols., 2011). Por tanto, una exposicion prolongada a
la leptina podria alterar al transporte de sustancias al hipotalamo, asi como, a su propio
transporte. Sin embargo, requiere ser investigado si el transporte de factores
metabdlicos al hipotalamo en respuesta a la leptina varia en funcion del estado
metabolico del individuo. Es decir, si una de la funciones de la glia es controlar el
transporte de factores metabdlicos al hipotdlamo, los cambios en su numero y
morfologia podrian modificar la capacidad que tienen estas células de responder a la
leptina u otros factores. En los estudios anteriores hemos demostrado que la respuesta
de los astrocitos a la ingesta de una dieta rica en grasa depende del estado metabdlico
temprano del animal. Estos cambios gliales, por ejemplo, podrian estar involucrados en
la reduccion de la sensibilidad del hipotdlamo debido al aumento circulante de leptina
inducido por la ingesta de una dieta rica en grasa y/o debido a un aumento de peso.
También, hemos observado que los efectos de la leptina sobre la respuesta glial en ratas
control depende del tiempo de exposicion a la misma (Garcia-Céceres y cols., 2011), de
modo que, es posible que el transporte de hormonas y otros factores metabdlicos desde
la periferia al hipotalamo varié en funcién del estado basal (metabélico y hormonal) del
animal. Asimismo, una resistencia a la leptina inducida por una exposicion prolongada a
esta hormona, podria deberse, al menos en parte, a alteraciones en la capacidad de
transporte u otras funciones en los astrocitos.
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Efecto de la leptina en la densidad total de las proteinas implicadas en la conectividad
sinaptica en el hipotalamo.

Los astrocitos estdn implicados de forma activa en el control de la actividad
neuronal y en la transmision sindptica (Araque y cols., 1999; Perea y cols., 2009; Halassa y
Haydon, 2010). Estas células pueden responder a la actividad de las neuronas adyacentes
mediante cambios en su morfologia 0 mediante la liberacion de gliotransmisores debido
a cambios en sus concentraciones intracelulares de Ca®* (Araque y cols., 1999). Estudios en
ratones, han demostrado que la administracion de leptina modifica el ndmero de
sinapsis excitatorias e inhibitorias que presentan las neuronas de NPY y POMC en el
ARC (Pinto y cols.,, 2004). En otros estudios se ha constatado que, en respuesta a
hormonas, como pueden ser los estrdgenos, los astrocitos pueden modificar su cobertura
neuronal y, estos cambios, estar inversamente relacionados con el nimero de sinapsis
entre las neuronas del hipotdlamo (Garcia-Segura y cols., 1999). Ademas, recientemente se
ha puesto de manifiesto la importancia de la funcionalidad de los astrocitos en la
actividad de las neuronas sensibles a leptina en el hipotdlamo (Shen y cols., 2009; Pan y
cols., 2011).

En respuesta a la exposicidn cronica a un aumento de leptina hemos observado
que, cuando los niveles de GFAP se encontraron incrementados y existio una mayor
longitud de las proyecciones de los astrocitos, los niveles de sinapsina-1 y
sinaptotagmina se vieron reducidos, asi como, los niveles de actina en el hipotdlamo.
Este resultado es inverso a lo observado con un tratamiento icv agudo con leptina,
donde los niveles de GFAP disminuyeron, mientras que, las proteinas sinapticas
aumentaron en el hipotdlamo (Garcia-Caceres y cols., 2011). En estos estudios no
identificamos el tipo de sinapsis, ni qué tipo de neuronas estaban modificadas, ya que,
solo cuantificamos la densidad total de distintas proteinas sinapticas. Sin embargo, se ha
descrito que cambios en la cantidad total de estas proteinas indican, de manera indirecta,
cambios relativos en la cantidad total de sinapsis que hay en una determinada area
cerebral (Hirokawa y cols., 1989). Por tanto, los cambios inversos encontrados entre los
niveles proteicos de GFAP y las proteinas sinapticas, apoyan la idea de que existe una

relacién inversa entre la cobertura glial de las neuronas y la densidad sinaptica.

La reduccion observada en los niveles de sinapsina-l y sinaptotagmina, en las
ratas tratadas cronicamente con leptina, podria estar también relacionada con los
cambios detectados en la actina, ya que, estas proteinas regulan la liberacion de las
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vesiculas sinapticas ancladas a los filamentos de actina con el fin de controlar la
exocitosis de los neurotransmisores a la hendidura sinaptica (Hirokawa y cols., 1989). Por
tanto, una menor densidad de contactos entre neuronas por efecto de la leptina, podria
indicar la retraccion de los botones sinapticos en el hipotalamo, lo que implicaria el
acortamiento de los filamentos de actina. Asimismo, los cambios detectados en la actina
podrian deberse también a la accion directa de la leptina sobre esta proteina, ya que,
segun se ha observado en estudios en el hipocampo, esta hormona es capaz de inducir la
reorganizacion de los filamentos de actina en las neuronas (O*Malley y cols., 2007).

También observamos una disminucion en los niveles de la proteina postsinaptica
PSD95 en el hipotalamo en respuesta a la exposicion crénica a leptina, lo que podria
indicar una disminucion en las sinapsis glutamatérgicas en el hipotadlamo, ya que, esta
proteina postsinaptica estd implicada en la transmision de la sefial en respuesta al
glutamato (van Zundert y cols., 2004). Diversos estudios han puesto de manifiesto la
capacidad de los astrocitos para modular la transmision glutamatérgica mediante la
liberacion de D-serina, ATP y glutamato (Araque y cols., 2001; Bezzi y Volterra, 2001).
Asimismo, los astrocitos modifican la extension de su cobertura alrededor de las
neuronas, en funcion de la cantidad de glutamato liberado en las sinapsis (Ventura y
Harris, 1999; Oliet y cols., 2001), con el fin de regular la activacién de los receptores
NMDA implicados en la excitabilidad de la neurona postsinaptica (Mothet y cols., 2005;
Halassa y Haydon, 2010; Henneberger y cols., 2010). Por tanto, una mayor longitud de las
proyecciones de los astrocitos en el ARC en respuesta a la leptina, podrian estar
interfiriendo en las sinapsis excitatorias entre las neuronas del hipotalamo, hip6tesis que
se apoya en resultados observados en nuestro laboratorio donde la leptina parece
modular especificamente los transportadores de glutamato en el hipotalamo (resultados
no publicados).

De modo que, la leptina mediante los cambios inducidos en los astrocitos, podria
estar alterando la actividad de, al menos, las neuronas anorexigenicas, dado que se ha
demostrado que estas células gliales son capaces de regular la actividad de estas
neuronas en el ARC (Pany cols., 2011).

Por tanto, la exposicion a altos niveles de leptina, durante un periodo de tiempo
prolongado, podria inducir una astrogliosis en el hipotdlamo que estaria afectando a la
capacidad de respuesta de las neuronas hipotalamicas sensibles a leptina v,

posiblemente, contribuyendo al desarrollo de una resistencia central a la leptina.
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Los efectos a corto y largo plazo inducidos por un aumento de ghrelina y D-
ghrelina sobre el metabolismo energético, la activacion y morfologia de los
astrocitos, y los cambios sinépticos en el hipotalamo.

La ghrelina es una hormona que actGa principalmente en la hipdfisis y el
hipotdlamo estimulando la liberacion de GH, la adiposidad y el apetito (Kojima y cols.,
1999; Tschop y cols., 2000). Las acciones endocrinas de la ghrelina dependen de su
acilacion y estdn mediadas por el receptor GHS-R1a. En cambio, la D-ghrelina ejerce
funciones biologicas no endocrinas a través de receptores hasta ahora desconocidos,
aunque, algunas de estas funciones, serdn compartidas por ambas isoformas (Kojima y
cols., 1999; Muccioli y cols., 2002). La ghrelina modifica la sintesis de neuropéptidos
involucrados en el control metabdlico, mediante cambios rapidos en la organizacion
sinaptica del hipotalamo (Pinto y cols., 2004). Sin embargo, existe controversia sobre la
accion que ejerce la D-ghrelina en las neuronas de esta region cerebral. Asimismo, se
desconoce el efecto de cada una de estas isoformas en los astrocitos hipotalamicos.

Hemos observado que la ghrelina tiene efectos diferenciales sobre el metabolismo
energético, los astrocitos y las proteinas sinapticas del hipotalamo, en funcién de su
acilacion y del tiempo de exposicién a esta hormona. Ademas, muchos de los efectos
centrales que ejerce la ghrelina a largo plazo estan mediados por los cambios
metabdlicos sistémicos que produce.

Efectos de la ghrelina y D-ghrelina en el metabolismo energético y los niveles
circulantes de hormonas metabdlicas.

La administracion icv de ghrelina no indujo modificaciones en la ingesta de las
ratas tras una hora de su administracién, a pesar de que esta ampliamente descrito que la
ghrelina acilada estimula la ingesta mediante el vaciado gastrico y la sintesis de NPY,
AgRP y orexina en el hipotalamo (Asakawa y cols., 2001; Inui, 2001; Nakazato y cols., 2001;
Kojima y Kangawa, 2002; Toshinai y cols., 2003). Esta diferencia en los resultados obtenidos
podria deberse a que el tiempo de exposicion a esta hormona no fue suficiente para
observar cambios en este parametro, dado que la ghrelina actGa sobre la ingesta
alcanzando su méaximo efecto trascurridas al menos 4 horas de su administracion central
(Kamegai y cols., 2000; Lawrence y cols., 2002).

La administracion central de D-ghrelina tampoco indujo cambios en la ingesta tras
una hora de su administracion. Este resultado coincide con estudios en los que se ha
demostrado que la administracion central de D-ghrelina no induce cambios en la ingesta
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(Neary y cols., 2006), mientras que, otros afirman que la D-ghrelina aumenta (Toshinai y
cols., 2006) 0 disminuye la misma (Asakawa y cols., 2005). Asimismo, en algunos casos,
solo se observan cambios en la ingesta en respuesta a la D-ghrelina si las ratas han sido
mantenidas previamente en ayunas (Toshinai y cols., 2006). Aunque existe controversia
sobre la funcion de esta isoforma en el balance energético, es posible que el escaso
tiempo transcurrido tras la administracion y el no haber mantenido previamente a las
ratas en ayunas, pudieran conformar posibles causas de no encontrar cambios en este
parametro.

Por tanto, los efectos a corto plazo de la ghrelina o D-ghrelina sobre el control
metabolico podrian depender del momento del dia en que se administre el tratamiento,
ya que, los niveles basales de muchas de las hormonas metabdlicas varian a lo largo del
dia (Hastings y cols., 2007), del precondicionamiento metabdlico del animal y de la via de
administracion de esta hormona. Esta ultima hipdtesis se apoya en estudios que
demuestran que el efecto inhibidor que ejerce la D-ghrelina, es mucho més efectivo si se
administra intraperitonealmente (ip) que si se realiza icv (Asakawa y cols., 2005), pudiendo
estar implicados otros mecanismos periféricos en la accién de la D-ghrelina sobre el
balance energético o ser una consecuencia de la acilacion de esta hormona en la
periferia.

Por otro lado, la administracion cronica de ghrelina increment6 la ingesta y la
ganancia de peso de las ratas, efecto que no se observo con la D-ghrelina o en el grupo
al que se le administr6 también ghrelina, pero al que solo se le permitié comer la
cantidad de pienso consumido por el grupo control (ghrelina pair fed). Por tanto, tal y
como se ha demostrado previamente (Tschop y cols., 2000; Horvath y cols., 2003; Castafieda y
cols., 2010), la administracion a largo plazo de la ghrelina induce un efecto sobre la
regulacién del peso que depende de su accion sobre el apetito y la ingesta. EI aumento
de peso y el incremento en los niveles séricos de leptina en las ratas tratadas con
ghrelina, podria deberse al aumento en la cantidad de tejido adiposo visceral que
mostraron (datos no publicados). Este resultado estd de acuerdo con estudios que
demuestran que, al igual que la ghrelina (Tschop y cols., 2000; Lall y cols., 2001), la
administracion periférica del analogo sintético de la ghrelina, el péptido secretagogo de
la GH (GHRP)-6, induce un incremento en la adiposidad y en los niveles séricos de
leptina en las ratas (Granado y cols., 2010).

Por el contrario, las ratas tratadas crénicamente con D-ghrelina, presentaron una
menor ingesta y ganancia de peso Yy, aunque estas diferencias no llegaron a ser
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significativas con respecto al grupo control, si que lo fueron con respecto al grupo de
ratas tratadas con ghrelina. Por tanto, existe un claro efecto diferencial de la
administracion central y cronica de ghrelina y D-ghrelina sobre el metabolismo
energético. No solo las ratas tratadas con ghrelina presentaron mayor peso, ingesta y
leptina sérica, sino también mayores niveles circulantes de insulina que las ratas tratadas
con D-ghrelina. Esta diferencia en los niveles séricos de insulina podria estar
relacionada con los efectos diferenciales que ejercié cada isoforma sobre la ingesta, ya
que, se ha descrito que la ghrelina acilada estimula la ingesta, al menos en parte, a
través de la liberacion de insulina, regulando asi el metabolismo glucidico en los tejidos
periféricos (Adeghate y Ponery, 2002). Ademas, los cambios observados en los niveles
circulantes de leptina e insulina debido a la exposicion crénica de ghrelina no se
observaron con el tratamiento agudo. Este resultado parece indicar que la ghrelina y D-
ghrelina no estan ejerciendo un efecto directo sobre los niveles perifericos de esta dos
hormonas, sino que estos cambios podrian ser dependientes de sus efectos sobre el

metabolismo energético.

El tratamiento agudo con ghrelina o D-ghrelina incrementd los niveles circulantes
de ghrelina total. Dado que esta hormona es capaz de atravesar la BHE en ambas
direcciones (Banks y cols., 2002), este rapido aumento podria derivar del transporte de la
ghrelina o D-ghrelina administrada desde el ventriculo lateral a la circulacion.
Igualmente observamos un incremento en los niveles circulantes de ghrelina desacilada
por efecto de ambos tratamientos, sin cambios en los niveles de ghrelina acilada. Este
resultado, aunque puede ser el esperado en el caso de las ratas tratadas con D-ghrelina,
resulta llamativo en las ratas tratadas con ghrelina, ya que, aproximadamente el 99% de
la ghrelina inyectada era acilada. Por tanto, aunque esta descrito que el transporte de la
ghrelina a traves de la BHE es distinto en funcion de su acilacion (Banks y cols., 2002), €S
probable que la ghrelina inyectada podria haber sido desacilada en la circulacion tras
una hora de su administracién, dado que su vida media es muy corta (Akamizu y cols.,
2005; Toshinai y cols., 2006). Este resultado esta de acuerdo con estudios previos donde se
ha demostrado que la ghrelina se desacila rapidamente (aproximadamente 30 minutos
en ratas) debido a la presencia de esterasas en la circulacion (Vriese y cols., 2004).

En respuesta al tratamiento cronico, los niveles circulantes de ghrelina total
también estaban incrementados en los grupos de ghrelina pair fed y D-ghrelina. Sin
embargo, las ratas tratadas con ghrelina, a las que se les permitié comer ad libitum, no

-112 -



Discusion

mostraron cambios significativos en este parametro. Esta diferencia podria deberse a
que la sintesis de ghrelina endégena depende del estado metabolico del animal (Date y
cols., 2000). Por tanto, dado que los grupos de ghrelina pair fed y D-ghrelina son los que
presentaron una menor ingesta y ganancia de peso durante el tratamiento, es posible que
la cantidad de ghrelina enddgena secretada por las células oxinticas del estbmago en
estos dos grupos fuera mayor.

Una de las funciones fisiologicas de la ghrelina es la regulacion y estimulacion
de la sintesis y secrecion hipofisaria de GH debido a su efecto directo sobre las células
somatotropas de la hipdfisis anterior (Dieguez y Casanueva, 2000) 0 mediante la activacion
de las neuronas secretoras de la hormona liberadora de GH (GHRH) y somatostatina
(SST) en el hipotdlamo (Tolle y cols., 2001; Wells y Houston, 2001; Osterstock y cols., 2010).
Debido a la pulsatilidad de la GH (Plotsky y Vale, 1985; Sato y cols., 1988), los niveles
circulantes de IGF-1 se utilizan como medida indirecta de la secrecion de este factor. Sin
embargo, la administracion aguda icv de ghrelina y D-ghrelina redujo los niveles
circulantes de IGF-I, sin detectar modificaciones en este parametro tras el tratamiento
cronico con esta hormona. Estudios en humanos han relacionado inversamente los
niveles circulantes de ghrelina con los de IGF-I, con independencia de los niveles de
GH (Bellone y cols.,, 2002; Whatmore y cols., 2003; Pdykké y cols., 2005). Los niveles
circulantes de IGF-1 no s6lo se ven afectados por los niveles de GH, sino también por
diversos factores metabdlicos. Ademas, dado que la ghrelina desacilada puede ejercer
efectos antagonicos a la ghrelina acilada (Asakawa y cols, 2005), es posible que se
produzca ese antagonismo sobre la liberacion de GH y la reduccién de los niveles
circulantes de IGF-I, a consecuencia del aumento en los niveles de ghrelina desacilada
en estos animales. Esta posibilidad se apoya en estudios donde se ha demostrado que los
ratones transgénicos que sobreexpresan ghrelina desacilada desarrollan un fenotipo
pequefio debido a sus niveles reducidos de GH e IGF-I en la circulacion (Ariyasu y cols.,
2005).

Efecto de la ghrelina y D-ghrelina sobre la expresion de los neuropéptidos del
hipotalamo.

Se ha descrito que, tanto la ghrelina como la D-ghrelina, actian sobre las
neuronas del ARC y PVN (Asakawa y cols., 2005), estimulando a las neuronas que
expresan los neuropéptidos orexigénicos NPY, AgRP y orexina (Kamegai y cols., 2001;
Nakazato y cols., 2001; Toshinai y cols., 2003) e inhibiendo a las neuronas que expresan los
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neuropéptidos anorexigénicos POMC y CRH en el hipotdlamo (Cowley y cols., 2003). Sin
embargo, existe controversia acerca del efecto de la D-ghrelina en el control metabdlico
(Ariyasu y cols., 2005; Toshinai y cols., 2006), ya que, se desconoce a través de qué poblacién
neuronal actia.

A diferencia de lo descrito en algunos estudios previos (Kamegai y cols., 2000, 2001;
Nakazato y cols., 2001; Chen y cols., 2004), ho observamos cambios en la expresion de los
neuropéptidos hipotalamicos tras el tratamiento crénico con ghrelina y, a pesar de que
estas ratas presentaron incrementados tanto el peso como la ingesta. Sin embargo,
nuestros resultados estan de acuerdo con estudios en los que se ha determinado que la
administracion de ghrelina en ratones, que también presentan un aumento significativo
de peso, no induce cambios en la expresién de los neuropéptidos NPY y AgRP debido a
que desarrollan una cierta resistencia a ghrelina en el ARC (Bouret y cols., 2004a; Bouret y
cols., 2008; Briggs y cols., 2010). Por tanto, la administracion crénica de ghrelina podria
estar desensibilizando los receptores GHSR en el SNC, lo que conducira al desarrollo
de una cierta resistencia a esta hormona en el hipotalamo. Esta hipétesis se apoya en el
hecho de que el grupo de ratas tratadas con ghrelina, a las que se permitié comer ad
libitum, no mostraron diferencias significativas en la ingesta los tres Gltimos dias de
tratamiento con respecto al grupo de ratas control.

Tampoco observamos cambios en ninguno de los neuropéptidos hipotalamicos
analizados en respuesta a la D-ghrelina con respecto al grupo control. Sin embargo, el
tratamiento cronico con esta isoforma indujo diferencias significativas en los niveles del
mensajero de POMC y CART en el hipotalamo con respecto al grupo de ratas tratadas
con ghrelina. Estos cambios en POMC y CART podrian estar relacionados con el efecto
diferencial que ejercié la administracion de ghrelina y D-ghrelina sobre la regulacion
del peso de las ratas. Ademas, estos dos grupos mostraron alterados, de forma
diferencial, los niveles basales de leptina e insulina, principales encargadas de regular la
expresion y sintesis de POMC y CART en el hipotdlamo (Schwartz y cols., 1992; Friedman,
1998). Por lo tanto, y dado que esta descrito que los efectos anorexigénicos de la D-
ghrelina sobre la regulacién del peso son inversamente proporcionales a los efectos
orexigénicos ejercidos por la ghrelina (Asakawa y cols., 2005), €s posible que los cambios
detectados en POMC y CART entre estos dos grupos no se deban a un efecto directo de
la administracion de ghrelina o D-ghrelina, sino a un efecto derivado de la diferencia de

peso e ingesta observada entre ambos grupos.
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Efecto de la ghrelina y D-ghrelina sobre las proteinas gliales y la morfologia de los
astrocitos del hipotalamo.

Tanto la ghrelina como la D-ghrelina modulan la proliferacion y diferenciacion de
distintos tipos celulares (Baldanzi y cols., 2002; Cassoni y cols., 2002; Murata y cols., 2002; Miao
y cols., 2007; Xu'y cols., 2008). Los efectos mitoticos de la ghrelina han sido demostrados en
preosteoblastos (Kim y cols., 2005; Maccarinelli y cols., 2005), precursores neuronales (Zhang
y cols., 2004a; Sato y cols., 2006), preadipocitos (Kim y cols., 2004; Zhang y cols., 2004b),
cardiomiocitos (Pettersson y cols., 2002) Yy celulas hipofisarias (Nanzer y cols., 2004).
Mientras que, en lineas celulares de carcinomas procedentes de tejidos periféricos como
préstata (Cassoni y cols., 2004), tiroides (Volante y cols., 2003), glandula mamaria (Cassoni y
cols., 2001) y pulmon, la ghrelina actta inhibiendo su proliferacion (Ghe y cols., 2002).
Muchos de los efectos que se han observado con la D-ghrelina se mimetizan con los
observados con la ghrelina (Baldanzi y cols., 2002; Filigheddu y cols., 2007). No obstante, se
desconoce el efecto de la ghrelina y D-ghrelina sobre la proliferacion de las células del
hipotdlamo vy, especificamente, sobre los astrocitos, asi como, el efecto de estas
hormonas sobre la activacion y morfologia de dichas células gliales.

Hemos observado que la ghrelina y D-ghrelina tienen efectos diferenciales sobre
los astrocitos del hipotdlamo. Sin embargo, aunque no encontramos diferencias en
ninguno de estos dos grupos con respecto al grupo de ratas control, los efectos
observados sugieren que el ratio de ghrelina/D-ghrelina es un factor importante en la
regulacién de la morfologia de los astrocitos.

El tratamiento agudo con D-ghrelina indujo en los astrocitos del ARC un mayor
namero de sus proyecciones y, ademas, estas proyecciones presentaron una longitud
significativamente mayor que el de las ratas tratadas con ghrelina. Esta diferencia en la
morfologia de los astrocitos entre estos dos grupos no cursaba con cambios en los
niveles proteicos de GFAP en el hipotalamo, lo que pudo deberse a que los niveles de
esta proteina se cuantificaron en todo el hipotalamo y no, especificamente, en el ARC.
Ademas, como se analiz6 con anterioridad, los cambios morfoldgicos observados en los
astrocitos no siempre van acompafados con cambios en los niveles totales de GFAP, ya
que, la morfologia de estas células gliales puede variar rapidamente mediante cambios
en la fosforilacion de GFAP (zZamoner y cols.,, 2007) y en la reorganizacion de los
filamentos de esta proteina, tal y como se ha observado en otros estudios de astrocitos
en respuesta a la leptina (O'Malley y cols., 2007). Ademas, en ocasiones, para inducir
cambios en los niveles proteicos de GFAP se requiere mas tiempo, debido a que los
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niveles de esta proteina van a depender de los procesos de produccion o degradacion
proteica que tengan lugar en el tejido (Safavi-Abbasi y cols., 2001).

En las ratas tratadas con D-ghrelina, a pesar de presentar los astrocitos del ARC
con una mayor complejidad estructural, no mostraron un aumento de vimentina en el
hipotdlamo tras una hora de su administracion, ni tampoco in vitro. Por tanto, los
cambios morfoldgicos en los astrocitos podrian sugerir cambios en su funcionalidad, a
pesar de no mostrar modificaciones en su activacién o proliferacion (wang y Bordey,
2008).

Por el contrario, el tratamiento con ghrelina aumentd los niveles proteicos de
vimentina en el hipotdlamo tras una hora de su administracién, al tiempo que indujo una
mayor inmunoreactividad para esta proteina en el ARC, a pesar de que estas ratas no
mostraron modificaciones en los niveles de GFAP, ni en la morfologia de los astrocitos
del ARC con respecto al grupo de ratas control. In vitro la ghrelina tampoco ejercio
ningun efecto sobre los niveles proteicos de vimentina en los astrocitos hipotaldmicos,
lo que indicaria que los cambios de vimentina pudieron ser debidos al efecto que ejercio
la ghrelina sobre otro tipo celular en el hipotalamo. En efecto, en estas ratas tratadas con
ghrelina las fibras de los tanicitos que se proyectaban al hipotdlamo medial
perpendiculares al 3V, mostraron una mayor inmunoreactividad para vimentina tras una
hora de la administracion de esta isoforma. Por tanto, es posible que la ghrelina tenga un
efecto sobre este tipo celular, que podria estar implicado en cambios en el transporte de
nutrientes y otros factores circulantes al hipotalamo. Asimismo, esta hipotesis se apoya
en estudios recientes que afirman que los cambios en el traspaso de sustancias entre el
LCR y el parénquima cerebral estan relacionados con modificaciones estructurales en
los tanicitos, que pueden verse reflejados en cambios en la expresion de vimentina
(Mullier y cols., 2010). Sin embargo, si esto pudiera ocurrir en respuesta a factores
metabolicos, se desconoce los efectos fisiologicos resultantes.

La ghrelina y D-ghrelina indujeron una disminucion en los niveles proteicos de
PCNA en el hipotalamo tras una hora de su administracion. Por tanto, y tal y como han
descrito otros autores (Baldanzi y cols., 2002; Chung y cols., 2007), la ghrelina y D-ghrelina
podrian estar modulando la proliferaciéon de las células del hipotadlamo. No obstante,
este efecto no parece afectar a los astrocitos, ya que, no detectamos una disminucion en
el nimero de dichas células gliales en el ARC y ademas, ninguna de estas isoformas in

vitro indujo cambios en la proliferacion de los astrocitos hipotaldmicos.
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Al igual que se ha observado con la leptina, los efectos de la ghrelina y D-
ghrelina sobre los astrocitos hipotalamicos fueron diferentes a corto y largo plazo. Asi,
las ratas tratadas crénicamente con ghrelina, independientemente de su ingesta,
presentaron una disminucion en los niveles proteicos de GFAP. Esta disminucion no
estaba asociada con un cambio en el numero de astrocitos, al menos en el ARC,
resultado que estd de acuerdo con los estudios in vitro donde la ghrelina no indujo
modificaciones en la proliferacion de los astrocitos hipotalamicos. Sin embargo, aunque
los niveles de GFAP disminuyeron en respuesta a la ghrelina in vivo, las células gliales
del ARC mostraron una mayor longitud de sus proyecciones.

De modo que, es posible que los astrocitos de otros nucleos hipotaldmicos
puedan estar respondiendo de forma diferente a los que encontramos en el ARC,
reduciendo su expresion de GFAP en respuesta a la ghrelina. Sin embargo, la ghrelina
indujo un aumento en la expresion de esta proteina estructural en cultivos primarios de
astrocitos hipotalamicos. Por tanto, los efectos a largo plazo observados en los
astrocitos en respuesta a la ghrelina, parecen no deberse a un efecto directo de esta
hormona, pudiendo estar implicados otros factores metabolicos. Ademas, esta hipotesis
estd de acuerdo con el hecho de que estas ratas mostraron también aumentados los
niveles circulantes de leptina, hormona que, como hemos observado en nuestros
estudios, estimula la longitud de las proyecciones de los astrocitos en el ARC. Sin
embargo, a diferencia del tratamiento crénico con leptina, donde observamos que los
cambios de GFAP estaban asociados con un aumento de vimentina, no apreciamos
cambios en vimentina en respuesta a la ghrelina. Esta observacion nos sugiere que, tal
vez, es necesario un mayor aumento de leptina para poder activar los astrocitos e inducir
un aumento en la expresion de vimentina en estas células.

Al igual que la ghrelina, el tratamiento crénico con D-ghrelina indujo una
disminucion en los niveles proteicos de GFAP en el hipotalamo y un aumento en la
longitud de las proyecciones de las células GFAP+ en el ARC. Sin embargo, la D-
ghrelina indujo una disminucion en el numero de astrocitos GFAP+ en este nucleo
hipotalamico, sin cambios en los niveles de PCNA en el hipotadlamo. Aunque es posible
qgue haya un aumento en la muerte de los astrocitos hipotalamicos, como hemos
demostrado en otras enfermedades metabdlicas (Lechuga-Sancho y cols., 2006; Garcia-
Céceres y cols., 2008), esta disminucion podria no deberse a un cambio en el numero de
astrocitos en el ARC, sino a una disminucién en la expresion de GFAP/célula, lo que
hace que no lo detectemos por inmunohistoquimica. Por el contrario, la D-ghrelina

- 117 -



Discusion

aumento los niveles proteicos de GFAP in vitro, de manera que, los cambios observados
in vivo sobre este parametro parecen ser debidos, al menos en parte, a los cambios
metabdlicos inducidos por esta hormona.

La disminucion detectada en los niveles proteicos de GFAP en las ratas tratadas
cronicamente con ghrelina y D-ghrelina no coincidié con los cambios observados en los
niveles del mensajero de esta proteina. Los niveles proteicos de GFAP en el hipotalamo
bajaron con ghrelina y D-ghrelina en las ratas que comian ad libitum, pero no
encontramos cambios en sus niveles del mensajero.

El patron de expresion de ARNm de un determinada proteina no siempre
corresponde con los niveles de sus productos proteicos, ya que, los niveles de una
proteina en un tejido o célula pueden verse influenciados por modificaciones post-
translacionales o por procesos de degradacion (Chen y cols., 2002). Asimismo, el grupo de
ghrelina pair fed mostro niveles elevados de ARNm de GFAP en el hipotalamo, aunque
los niveles de esta proteina disminuyeron, lo que podria deberse a que, en estas ratas, el
recambio de esta proteina pudo verse incrementado en el hipotdlamo. Ademas, este
incremento del mensajero de GFAP no parece estar asociado con un efecto directo de la
ghrelina, sino con la restriccion de comida a la que fueron sometidas estas ratas.

En efecto, datos no publicados en nuestro laboratorio indican que un ayuno de
12 horas aumenta la expresion de GFAP en el hipotdlamo. Es posible que la restriccion
alimentaria indujera una situacion de estrés incrementando la secrecion de
glucocorticoides (Patel y Finch, 2002). Los glucocorticoides ejercen una influencia sobre
el metabolismo glial promoviendo la expresion de GFAP tanto in vivo (Lambert y cols.,
2000) como in Vitro (Avola y cols., 2004). Por tanto, un aumento en los niveles circulantes
de dichos glucocorticoides inducido por la restriccion de comida y unido con la
administracion cronica de ghrelina, que también se ha descrito que induce ansiedad
(Carlini y cols., 2002; Carlini y cols., 2004; Hansson y cols., 2011) facilitando la liberacion de
glucocorticoides y ACTH (Korbonits y cols., 2004), podria estar involucrado en el
aumento de expresion de GFAP en el hipotdlamo de estas ratas.

Las ratas tratadas crénicamente con D-ghrelina, a pesar de que presentaron una
disminucion en el numero de astrocitos en el ARC y en los niveles de GFAP en el
hipotdlamo, mostraron un aumento en los niveles hipotalamicos de vimentina. Sin
embargo, la D-ghrelina no tuvo ningun efecto sobre los niveles proteicos de vimentina

en los astrocitos en cultivo. Por tanto, es posible que estos cambios de vimentina sean
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debidos a alteraciones en la morfologia de los tanicitos, como hemos descrito
anteriormente, en respuesta a un aumento agudo de ghrelina.

Finalmente, mediante el uso de cultivos primarios de astrocitos hipotaldmicos
determinamos si los efectos centrales observados en los modelos in vivo se debian a la
accion directa de la ghrelina y la D-ghrelina sobre los astrocitos del hipotdlamo. La
expresion del gen de la ghrelina y su receptor GHS-R se han detectado en el hipotalamo,
incluido el ARC (Cowley, 2003; Mozid y cols., 2003; Kedzia y cols., 2009). Existen estudios
que confirman la expresion de GHSR en las neuronas (Willesen y cols., 1999) y astrocitos
del hipotalamo (Dixit y cols., 2006). Sin embargo, se desconoce el efecto directo que ejerce
la ghrelina y D-ghrelina sobre los astrocitos hipotaldmicos.

Tras una exposicién de 24 horas a ghrelina o D-ghrelina observamos un aumento
en los niveles proteicos de GFAP en los astrocitos en cultivo, sin cambios en los niveles
de expresion del mensajero de esta proteina. EI hecho de no detectar cambios en la
expresion de GFAP, pero si un incremento en sus niveles proteicos, puede ser debido,
como hemos mencionado anteriormente, a que no siempre los cambios en el mensajero
y en la proteina ocurren al mismo tiempo. Este aumento en GFAP indica que, ambas
isoformas de la ghrelina, tienen un efecto directo sobre los astrocitos hipotalamicos en
cultivo, lo que sugiere la implicacion de un receptor diferente al GHS-R1a. Ademas, los
niveles de expresion del mensajero GHS-R1a no fueron detectables en estos cultivos de
astrocitos. De modo que, los cambios de GFAP inducidos por la ghrelina podrian
depender de la activacion de un receptor afin para ambas isoformas o a distintos
receptores capaces de inducir el mismo efecto. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que no encontrar expresion del mensajero de GHS-R1a no quiere decir que no lo
expresen, ya que, la cantidad de expresion de GHS-R1a en los cultivos podria no haber
sido suficiente para poder detectarlo mediante RT-PCR 0 que todavia no expresaron
este receptor al tratarse de cultivos procedentes de crias de rata (2 dias de vida).

Por tanto, aunque apenas existen estudios acerca de los efectos in vitro que
ejerce la D-ghrelina, se ha demostrado que esta isoforma comparte con la ghrelina
muchas de sus actividades celulares en los astrocitos, las cuales podrian ser
independientes de la activacion de GHS-R1a. Sin embargo, todavia queda por esclarecer
el receptor implicado en estos cambios y el mecanismo por el cual la ghrelina y D-
ghrelina inducen un aumento de los niveles proteicos de GFAP en los astrocitos

hipotaldmicos en cultivo.
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Efecto de la ghrelina y D-ghrelina en la densidad total de las proteinas implicadas en
la conectividad sinéptica del hipotalamo

Hemos observamos que tras una hora de la administracion de ghrelina
incrementaron los niveles proteicos de PSD-95 en el hipotalamo, lo que podria deberse
a un aumento en el nimero de sinapsis glutamatérgicas en las neuronas del hipotalamo,
tal y como se ha descrito en otros estudios que demuestran que la ghrelina aumenta el
namero de sinapsis glutamatérgicas en el hipotadlamo entre las neuronas de GHRH
(Aguilar y cols., 2005), asi como, entre las neuronas de orexina (Horvath y Gao, 2005).
Asimismo, observamos que tras una hora de la administracion de ghrelina aumentaron
los niveles proteicos de SNAP-25 en el hipotadlamo, que también podria estar
induciendo la liberacion de L-glutamato por parte de las neuronas presinapticas, dado
que tras una excitacion neuronal inducida por ghrelina se produce un incremento de
Ca®" intracelular que puede aumentar los niveles de SNAP-25 con el fin de disminuir la
sensibilidad de las neuronas a la accion del glutamato (Verderio y cols., 2004). No
obstante, las ratas tratadas con esta hormona presentaron niveles proteicos disminuidos
de otras proteinas presinapticas como la sinaptofisina y sinapsina en el hipotalamo tras
una hora de su administracion. Estos efectos diferenciales observados en las proteinas
presinapticas por efecto agudo de la ghrelina, podrian deberse a que las distintas
poblaciones neuronales que constituyen el hipotalamo estan respondiendo de manera
diferente a esta hormona.

El tratamiento agudo con D-ghrelina redujo los niveles proteicos de
sinaptotagmina y sintaxina en el hipotdlamo, asi como, los niveles de B-actina tras una
hora de su administracion. Dado que estas proteinas presinapticas estan implicadas en la
liberacion de neurotransmisores a la hendidura sindptica (Geppert y cols., 1994), esta
reduccion detectada en sus niveles podria indicar una disminucion en los procesos de
exocitosis de neurotransmisores entre las neuronas del hipotalamo.

La D-ghrelina también aumento la longitud y el nimero de proyecciones de los
astrocitos del ARC con respecto al grupo de ratas tratadas con ghrelina. Este hecho
podria indicar que los astrocitos interfirieran en las sinapsis entre neuronas provocando
asi la retraccion de sus axones o dendritas, 1o que estaria de acuerdo con la disminucién
observada en los niveles proteicos de actina. El tratamiento agudo con D-ghrelina, a
diferencia de la ghrelina, no indujo cambios en los niveles de PSD-95, lo que significa

que la D-ghrelina no parece estar afectando a las sinapsis glutamatergicas, posiblemente
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porque las dianas neuronales de cada una de estas isoformas en el hipotdlamo son
distintas.

La administracion central y cronica de ghrelina o D-ghrelina, a diferencia del
modelo agudo, no manifestd modificaciones en los niveles de las distintas proteinas
sinapticas analizadas en el hipotalamo. El hecho de no encontrar cambios en estas
proteinas parece estar relacionado con los resultados obtenidos en la expresion de los
neuropéptidos, ya que, tampoco se vieron muy afectados por la exposicion cronica a
esta hormona. Unicamente observamos que el grupo de ghrelina pair fed mostrd un
aumento en los niveles de sintaxina con respecto al grupo de ratas control, efecto que no
se observé con ninguno de los demas tratamientos, incluido el grupo de ratas a las que
también se administré ghrelina, pero se las permitié comer ad libitum, lo que podria
indicar gque la restriccion de comida en este grupo podria estar detras de dicho efecto.

Téngase en cuenta, que determinamos la densidad de las proteinas sinapticas en
todo el hipotalamo, donde existe una gran diversidad de neuronas que acttan de manera
muy heterogénea, por lo que resulta dificil relacionar los cambios fisiologicos inducidos
por esta hormona con los cambios detectados en las proteinas sinapticas en el
hipotdlamo. Sin embargo, disponemos de evidencias sobre el hecho de que la leptina y
la ghrelina estan ejerciendo efectos directos sobre los astrocitos. Ademas, estos cambios
gliales parecen estar relacionados con algunas de las modificaciones sinapticas
detectadas a traves de cambios en las proteinas sinapticas. Por tanto, sera importante
realizar estudios celulares para determinar qué tipos de neuronas estan afectadas por

estos cambios.

Influencia de la leptina y la ghrelina sobre la produccion de mediadores
inflamatorios en el hipotalamo.
Efecto de la leptina sobre la respuesta inflamatoria en el hipotalamo.

La leptina es una citoquina que actia en el control del balance energético.
Ademas, es un regulador importante de la respuesta inmune (Tang y cols., 2007). Uno de
los principales sitios de bioactividad de las citoquinas es el hipotalamo, ya que, es una
region clave en la regulacion de la respuesta inflamatoria en el SNC (Schébitz y cols.,
1993). Los cambios en los niveles centrales de citoquinas, interleuquinas y adipoquinas,
pueden contribuir al desarrollo de patologias metabolicas como la obesidad (Frihbeck,
2008; Karalis y cols., 2009) Yy la resistencia a insulina/leptina en el hipotalamo (Souzay cols.,
2005; Milanski y cols., 2009; Posey y cols., 2009; Oh-1 y cols., 2010; Ropelle y cols., 2010; Thaler y
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cols., 2010). Algunos de estos efectos centrales observados en obesidad, podrian estar
inducidos por el efecto de la leptina sobre la produccion de otras citoquinas. En este
estudio la leptina indujo modificaciones en la expresion y sintesis de distintos
mediadores de la respuesta inflamatoria en el hipotalamo e in vitro en los astrocitos
hipotalamicos.

La exposicion a concentraciones elevadas de leptina supuso una disminucion en
los niveles proteicos de IL-6 en el hipotalamo, resultado que est& en contraposicién con
los estudios que afirman que la leptina induce la secrecion y transcripcion de IL-6 en
distintos tipos celulares (Loffreda y cols., 1998; Zarkesh-Esfahani y cols., 2001; Mattioli y cols.,
2005; Fenton y cols., 2006). Es probable que, el cambio observado en los niveles de IL-6 in
vivo no se deba al efecto directo que ejercid la leptina sobre los astrocitos del
hipotalamo, ya que, in vitro la leptina promovié de manera directa la expresion de IL-1
e IL-6 en estas células gliales. Este efecto, podria estar mediado por un aumento in vitro
en los niveles de STAT-3 fosforilado, tal y como demuestran otros autores en cultivos
mixtos de astrocitos y microglia, donde la leptina parece promover la transcripcion de
IL-1B mediante la activacion de STAT-3 (Hosoi y cols., 2003; Pinteaux y cols., 2007).

Junto a ello, la leptina no indujo modificaciones en los niveles de expresion de
TNF-a en los astrocitos en cultivo. Se ha observado que en cultivos de microglia, la
leptina solo estimula la expresion del TNF-o cuando las células han sido previamente
tratadas con lipopolisacéridos (LPS) (Lafrance y cols., 2010). De modo que, es posible que,
bajo determinadas condiciones, la leptina también modifique la produccion de este

factor en los astrocitos; sin embargo, este hecho requiere ser investigado.

Efecto de la ghrelina y D-ghrelina sobre la respuesta inflamatoria en el hipotalamo.

La ghrelina y D-ghrelina regulan la respuesta inmune modulando la expresion de
citoquinas en distintos tipos celulares como los linfocitos T (Xia y cols., 2004) y la
microglia (Bulgarelli y cols., 2009). Ademas, las alteraciones en los niveles de estos
mediadores inflamatorios pueden contribuir al desarrollo de patologias metabdlicas
como la obesidad y la resistencia a la insulina (Hotamisligil y cols., 1993; Hotamisligil y
Spiegelman, 1994; Xu y cols., 2003). Sin embargo, se desconoce la funcion de la ghrelina en
la respuesta inflamatoria mediada por los astrocitos.

El tratamiento crénico con ghrelina y D-ghrelina indujo un aumento en la

expresion hipotalamica del mensajero de TNFa e IL-6. En el caso de las ratas tratadas
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cronicamente con ghrelina el aumento de peso, la adiposidad o el incremento de insulina
u otros factores séricos podrian haber contribuido al aumento de la expresion génica de
estos mediadores inflamatorios en el hipotdlamo, ya que, el grupo de ghrelina pair fed
no mostro estos cambios. Esta hipotesis se apoya en estudios llevados a cabo en nuestro
laboratorio donde hemos observado que una sobrenutricion neonatal también induce un
aumento de peso en las ratas que parece estar asociado con un aumento en los niveles
proteicos de IL-6 en el hipotdlamo (Tapia-Gonzalez y cols., 2011). Asimismo, otros estudios
demuestran que existe una relacion entre el aumento de expresion de citoquinas en el
hipotdlamo y la aparicién de obesidad y resistencia a la insulina (Ouchi y cols., 2011).

El tratamiento cronico con D-ghrelina también incrementé la expresion del
mensajero de TNFa e IL-6, lo que podria deberse a un efecto directo de esta isoforma,
ya que estas ratas no presentaron diferencias de peso, ni cambios en los niveles
periféricos de hormonas metabolicas con respecto al grupo de ratas control. EI hecho de
que una hora después de la administracion de ambas isoformas los niveles proteicos de
IL-6 aumentaron en el hipotdlamo, apoya la hipotesis de que la ghrelina y D-ghrelina
promueven de manera directa la expresion de esta citoquina, a pesar de algunos estudios
in vivo demuestran lo contrario (Dembinski y cols., 2003; Li y cols., 2004; Kasimay y cols., 2006;
Wu y cols., 2007). Sin embargo, este efecto no parece ser consecuencia de la accién
directa de esta hormona sobre los astrocitos del hipotalamo, ya que, in vitro la ghrelina
y D-ghrelina no indujeron cambios significativos en los niveles de expresion de IL-6.
Por tanto, ambas isoformas de esta hormona podrian haber promovido la activacién de
otro tipo celular como la microglia (Bulgarelli y cols., 2009).

Al contrario de lo observado in vivo, la exposicion a ghrelina y D-ghrelina in vitro
redujo la expresion del mensajero de IL-1 en los astrocitos hipotaldmicos, aunque en el
caso de la ghrelina este efecto no llegd a ser estadisticamente significativo. Estos
resultados son similares a los obtenidos en otros estudios in vitro donde se ha descrito
que la ghrelina es capaz de inhibir la expresion de citoquinas inflamatorias como la IL-
1B en linfocitos T y monocitos humanos (Dixit y cols., 2004). Aungue no hay muchos
estudios sobre la funcion de la D-ghrelina en la regulacién de estos mediadores
inflamatorios, nuestros resultados indican que la D-ghrelina podria estar ejerciendo un
efecto directo y antiinflamatorio sobre los astrocitos hipotalamicos, inhibiendo la

expresion de IL-1.
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En conjunto nuestros resultados indican que los astrocitos hipotalamicos
responden a las sefiales metabdlicas como la leptina y la ghrelina modificando su
morfologia y funcionalidad, y liberando factores que participardn en la formacion o
eliminacién de sinapsis neuronales, asi como, en los procesos inflamatorios. Por tanto,
estas células gliales pueden desempefiar una funcién prioritaria y relevante en el control
metabdlico, siendo menester ulteriores procesos de investigacion en aras a obtener una
mejor comprension de los mecanismos implicados en el desarrollo de patologias, tales

como la obesidad y la resistencia a hormonas metabdlicas.
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Conclusiones

Las modificaciones metabdlicas en la descendencia de madres alimentadas con
una dieta rica en grasa durante la gestacion y la lactancia podrian ser debidas, al
menos en parte, a la reduccion de los astrocitos en el ARC y a los cambios en los
contactos sinapticos en las neuronas de POMC y NPY inducidos por efecto de la

dieta materna.

La exposicion a una dieta rica en grasa durante la gestacion y la lactancia agrava
las consecuencias metabdlicas centrales y periféricas inducidas por el consumo

de una dieta rica en grasa en los descendientes en la atapa adulta.

La hiperleptinemia podria estar implicada en alguna de las modificaciones
anatémicas observadas en el hipotdlamo de los animales obesos, ya que, esta
citoguina, modula la morfologia de los astrocitos hipotalamicos tanto in vivo
como in vitro y, estos cambios, podrian alterar la respuesta o la sensibilidad del

hipotalamo a las sefiales metabdlicas.

La ghrelina y D-ghrelina tienen efectos diferenciales sobre el metabolismo
energético y la morfologia de los astrocitos hipotaldmicos, siendo muchos de los

efectos a largo plazo dependientes de la ingesta y/o el aumento de peso.

La leptina y la ghrelina modulan de manera directa la produccion de citoquinas
en los astrocitos hipotaldmicos, sugiriendo un mecanismo alternativo de

participacion de ambas hormonas en el control metabo6lico central.
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