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Resumen 

  

 

 

Estudios recientes sugieren que la nutrición perinatal produce efectos a largo plazo en el 

crecimiento y desarrollo, alterando la respuesta a cambios metabólicos posteriores. El 

hipotálamo es un elemento clave en la regulación del metabolismo energético y puede verse 

alterado por el ambiente fetal y neonatal, encontrándose afectadas tanto las neuronas como las 

células gliales. Los astrocitos hipotalámicos están implicados en diversas funciones, entre ellas 

el transporte, la detección y el metabolismo de glucosa y glutamato, y es muy probable que 

ejerzan un papel importante en la adaptación a nuevas situaciones metabólicas, tanto durante el 

desarrollo como en el adulto.  

El objetivo de la tesis fue determinar si el metabolismo periférico queda alterado de la 

misma manera en machos y hembras como resultado de la mala nutrición neonatal y de una 

dieta rica en sacarosa en la etapa adulta. Igualmente, comprender cómo se afectan los astrocitos 

y los transportadores de glucosa y glutamato hipotalámicos por efecto de la sobrenutrición 

neonatal, de una dieta rica en sacarosa y en respuesta a dos señales metabólicas fundamentales 

como son la leptina y la ghrelina.  

Para ello se utilizó un modelo en rata en el que se indujeron cambios en la ingesta 

neonatal y en el que se introdujo una dieta rica en sacarosa en diversos períodos para analizar el 

metabolismo periférico y las alteraciones de la morfología y de los transportadores de glucosa y 

glutamato de los astrocitos hipotalámicos. Estos parámetros se analizaron también en respuesta 

a la leptina y la ghrelina en ratas adultas e in vitro. 

 Los resultados obtenidos indican que ambos sexos responden de forma diferente en su 

ganancia de peso a una sobrenutrición o a una malnutrición neonatal, tanto cuando siguen una 

dieta normal como en respuesta a una dieta rica en carbohidratos. Además, los cambios 

metabólicos en los machos se asocian con modificaciones en proteínas estructurales de la glía, 

en el número de astrocitos y en los transportadores de glucosa y de glutamato en el hipotálamo. 

Algunos de estos cambios pueden ser debidos a los efectos directos de la leptina o de la 

ghrelina.  

Por tanto, las condiciones nutricionales tempranas producen efectos metabólicos 

sexualmente dimórficos. Además, en machos, la sobrenutrición neonatal condiciona la respuesta 

a posteriores modificaciones en la dieta y ejerce efectos permanentes en el hipotálamo en 

desarrollo, induciendo cambios en el transporte de glucosa y de glutamato por parte de los 

astrocitos. Este estudio indica la implicación de los cambios gliales en la adaptación a nuevas 

situaciones metabólicas, abriendo nuevas opciones de dianas para el desarrollo de fármacos 

contra la obesidad. 

 

PALABRAS CLAVE: hipotálamo; glía; ghrelina; leptina; transportadores de glucosa y de 

glutamato.
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ABC: Avidina-biotina peroxidada. 

ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico 

complementario. 

AgRP: Péptido relacionado con la 

proteína agoutí. 

AMPc: Adenosín 3‟,5‟-monofosfato 

cíclico. 

AMPK: 5‟-adenosín monofosfato 

quinasa. 

ANOVA: Análisis de la varianza. 

ApoE: Apolipoproteína E. 

ARC: Núcleo arcuato del hipotálamo. 

ARN: Ácido ribonucleico. 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero. 

ATP: Adenosina trifosfato. 

BHE: Barrera hematoencefálica. 

BSA: Albumina sérica bovina. 

C6: Línea de astrocitoma de rata. 

CART: Tránscrito regulado por cocaína y 

anfetamina. 

CM: Crías por madre. 

cm
3
: Centímetros cúbicos. 

DAB: Diaminobencidina. 

DE: Desviación estándar. 

Depex: Medio de montaje para 

microscopía. 

DMEM: Medio Dulbecco modificado 

por Eagle. 

DMN: Núcleo dorsomedial del 

hipotálamo. 

EAAT: Transportador de aminoácidos 

excitadores. 

EDTA: Ácido tilendiaminotetraacético. 

e.e.m.: Error estándar de la media. 

FBS: Suero fetal bovino. 

g: Gramos. 

GA: Ghrelina acilada. 

GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa. 

GFAP: Proteína acídica fibrilar de glía. 

GFAP
+
: Inmunoreactividad para la 

proteína acídica fibrilar de glía. 

GH: Hormona de crecimiento. 

GHS: Secretagogo de la hormona de 

crecimiento. 

GHS-R: Receptor de los secretagogos de 

la hormona de crecimiento. 

GHS-R1a: Receptor de los secretagogos 

de la hormona de crecimiento tipo 1a. 

GHS-R1b: Receptor de los secretagogos 

de la hormona de crecimiento tipo 1b. 

GLAST: Transportador de glutamato-

aspartato. 

Gln: Glutamina. 

GLT-1: Transportador de glutamato 1. 

GLUTs: Transportadores de glucosa. 

GOAT: Ghrelina-O-aciltransferasa. 

GHRL: Gen de la ghrelina. 

GS: Glutamina sintetasa. 

GSC: Grasa subcutánea. 

GT: Ghrelina total. 

GV: Grasa visceral. 

H2O2: Peróxido de hidrógeno. 

HCl: Ácido clorhídrico. 

HDL: Lipoproteína de alta densidad. 

HRP: Peroxidasa de rábano. 

icv:  Intracerebroventricular. 

IgG: Anti-inmunoglobulina G. 

IMC: Índice de masa corporal. 

JAK: Janus quinasa. 

K
+
: Ión potasio. 
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Kcal: Kilocalorías. 

KDa: Kilodaltons. 

kg: Kilogramos. 

Lac: Lactato. 

LDL: Lipoproteína de baja densidad. 

M: Molar. 

m
2
: Metros cuadrados. 

mA: Miliamperios. 

MC3/4-R: Receptores de melanocortinas. 

ml: Mililitros. 

mm: Milímetros. 

mm
2
: Milímetros cuadrados. 

MSH: Hormona estimuladora de 

melanocitos.  

Na
+
: Ión sodio. 

NaCl: Cloruro sódico. 

NEFA: Ácidos grasos libres no 

esterificados. 

ng: Nanogramos.   

NGS: Suero de cabra. 

nm: Nanómetros. 

NPY: Neuropéptido Y. 

VMN:Núcleo ventromedial del 

hipotálamo. 

ob/ob: Ratones deficientes de leptina. 

Ob-R: Receptor de leptina. 

ºC: Grados centígrados. 

OCT: Compuesto para el corte a 

temperatura óptima. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

p100: Placas de 100 x 20 milímetros. 

p60: Placas de 60 x 15 milímetros. 

PAGE: Gel de poliacrilamida. 

PB: Tampón fosfato.  

PBS: Tampón fosfato salino.  

PCNA: Antígeno nuclear de células en 

proliferación. 

PCR: Reacción en cadena de la 

polimerasa. 

PFA: Paraformaldehido. 

pg: Picogramos. 

PGK1: Fosfoglicerato quinasa 1. 

pH: Potencial de hidrógeno. 

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

PND: Día postnatal. 

POMC: Proopiomelanocortina. 

PVDF: Difluoruro de polivinilo. 

PVN: Núcleo paraventricular del 

hipotálamo. 

Pyr: Piruvato. 

RCA-6: Línea de neuronas hipotalámicas 

fetales. 

RIA: Radioinmunoensayo. 

rpm: revoluciones por minuto. 

RPMI: Medio de cultivo (Roswell Park 

Memorial Institute médium). 

RT-PCR: Reacción en cadena de la 

polimerasa a tiempo real. 

SDS: Dodecil sulfato sódico. 

SNC: Sistema nervioso central. 

STAT: Transductor de señales y 

activador de la transcripción. 

WB: Western blotting. 

Y-R: Receptor de neuropéptido Y. 

µg: Microgramos. 

µl: Microlitros. 

µm: Micras. 

 

 

 

 



Abreviaturas 

 

 

   

Grupos experimentales: 

 

12CM: 12 crías por madre durante la 

lactancia. Dieta normal. Grupo control. 

12CMS: 12 crías por madre durante la 

lactancia. Dieta rica en sacarosa. 

4CM: 4 crías por madre durante la 

lactancia. Dieta normal. 

4CMS: 4 crías por madre durante la 

lactancia. Dieta rica en sacarosa. 

20CM: 20 crías por madre durante la 

lactancia. Dieta normal. 

20CMS: 20 crías por madre durante la 

lactancia. Dieta rica en sacarosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ct: Grupo control. 

Ayuno 12h: Grupo sacrificado tras un 

ayuno de 12 horas. 

Ayuno 24h: Grupo sacrificado tras un 

ayuno de 24 horas. 

G: Grupo Ghrelina. 

G pair-fed: Grupo ghrelina pair-fed. 

L: Leptina. 

Ct0: Grupo control tiempo 0. 

Ct24h: Grupo control 24 horas. 

G24h: Grupo ghrelina 24 horas. 

L24h: Grupo leptina 24 horas. 
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1 

 

1. La obesidad 

En las últimas décadas se ha producido un incremento alarmante de la obesidad 

(Lu y cols., 2001; Frye y Heinrich, 2003), generando lo que la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) ha dado en denominar “epidemia del siglo XXI”, asociando 

comorbilidades (diabetes mellitus tipo 2, dislipemias, alteraciones cardiovasculares, 

incremento de determinados procesos oncológicos, artritis, hiperuricemia, 

hipertransaminemia), así como alteraciones psicológicas (Horvath, 2005; Bray y cols., 2006; 

Despres, 2006; Mühlhäusler y cols., 2008; Argente, 2011; Martos-Moreno y Argente, 2011).  

 

La OMS define la obesidad en el adulto como un índice de masa corporal (IMC) 

igual o superior a 30. El IMC es un indicador simple de la relación entre el peso y la 

talla que se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su 

talla en metros (kg/m
2
). Por el contrario, la obesidad en el niño y adolescente se define 

en función del IMC expresado en percentiles o desviaciones estándar (DE). Aunque no 

hay un acuerdo internacional, podría hablarse de obesidad en la infancia y adolescencia 

cuando el IMC es superior al percentil P97 o superior a +2 DE (Grupo de trabajo de la 

Guía de Práctica Clínica sobre la Prevención y el Tratamiento de la Obesidad Infantojuvenil, 

2009). 

 

La obesidad es el resultado de un balance positivo entre el consumo calórico y el 

gasto energético a lo largo del tiempo (Barrios y cols., 2007). Dicho balance se ve afectado 

por diversos factores genéticos, hormonales y nutricionales, así como por influencias 

ambientales y psicosociales (Argente y cols., 1997, Raj y Kumar, 2010). Aunque los genes 

desempeñan una función relevante en la regulación de la masa corporal, no es posible 

explicar la reciente aparición y el rápido aumento de la obesidad en el mundo occidental 

únicamente mediante cambios genéticos en la población; sin embargo, es necesario 

recordar la enorme progresión efectuada en nuestros conocimientos sobre mutaciones en 

al menos 20 genes, que cosegregan con el fenotipo de obesidad, así como los avances 

efectuados en las bases moleculares de múltiples entidades sindrómicas (Argente, 2011, 

Martos-Moreno y cols., 2011). Es más probable que la obesidad afecte a aquellos individuos 

genéticamente predispuestos expuestos a condiciones ambientales obesógenas, como 

una dieta hipercalórica y un marcado sedentarismo (Mendieta-Zerón y cols., 2007).  
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Por consiguiente, los cambios producidos en las últimas décadas en el estilo de 

vida y en el tipo de dieta en los países occidentales desempeñan un papel prioritario en 

el incremento del índice de obesidad en dichos países.   

 

1.1. Efecto de la nutrición prenatal y neonatal sobre la obesidad 

La nutrición prenatal y neonatal es un factor que puede tener efectos a largo plazo 

en el crecimiento y desarrollo, así como en la respuesta a cambios metabólicos 

posteriores en la edad adulta. Datos epidemiológicos y estudios experimentales en 

animales sugieren que cualquier estímulo que se produzca durante el desarrollo genera 

una respuesta fisiológica permanente (Lucas, 1998), por lo que las condiciones 

nutricionales fetales y neonatales tempranas producen efectos sobre el feto que persisten 

en etapas posteriores de la vida (Lucas, 1998). Esto se explica, en parte, porque los 

períodos tempranos de la vida corresponden en gran medida al período de la 

diferenciación neuronal y de la maduración del sistema nervioso central (SNC), por lo 

que la nutrición perinatal tiene una influencia crítica en el desarrollo y en la regulación 

de vías y redes involucradas en el crecimiento (Mendieta-Zerón y cols., 2007).   

En la década de los 90, Barker y colaboradores presentaron la hipótesis conocida 

como Hipótesis Barker, según la cual la adiposidad abdominal, las enfermedades 

coronarias y otros factores asociados al síndrome metabólico podrían suceder como 

resultado de una nutrición materna pobre durante la gestación (Barker  y cols., 1993; 

Barker, 1998). Por tanto, los cambios epigenéticos que se produzcan durante el desarrollo 

desempeñarían una función relevante sobre el crecimiento y la composición corporal de 

las crías durante el resto de su vida, (Levin, 2008; Symonds y cols., 2009), de manera que la 

obesidad podría deberse, en parte, a cambios epigenéticos producidos en etapas 

tempranas del desarrollo (Lillycrop y cols., 2008; Heijmans y cols., 2009).  

 

Se ha observado que tanto la restricción calórica como la sobrenutrición durante la 

gestación predisponen a las crías al desarrollo de obesidad y al síndrome metabólico 

(Bellinger y col., 2006; Bayol y col., 2008; Chen y col., 2008). En mujeres embarazadas no 

obesas, se ha observado que una ganancia de peso excesiva durante el embarazo 

incrementa el riesgo de que los hijos desarrollen obesidad (Olson y cols., 2009; Stuebe y 

cols., 2009). Recientemente, se ha demostrado que el sobrepeso materno en ratas desde la 
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concepción hasta el nacimiento programa cambios sistémicos en los niveles de insulina 

y adiponectina en las crías y altera la expresión de genes implicados en el metabolismo 

de carbohidratos, en la biosíntesis lipídica y en el catabolismo de ácidos grasos (Shankar 

y cols., 2010). 

Según afirmaron Hales y Barker, si la nutrición en el útero es pobre, lo que se 

produce por una malnutrición de la madre, en el feto se generan respuestas adaptativas 

para maximizar la ingesta y conservar los nutrientes disponibles, con lo que se genera 

un metabolismo ahorrador (Hales y Barker, 1992). Cuando las crías se exponen a dietas 

postnatales pobres o deficientes, como la que han recibido durante la gestación, los 

cambios generados durante el desarrollo les otorgan una ventaja adaptativa, están 

preparados para sorportar esta dieta pobre. Sin embargo, las alteraciones que se generan 

cuando la dieta postnatal es adecuada o excesiva conducen al síndrome metabólico 

(Gluckman y Hanson, 2004).  

El síndrome metabólico es definido clásicamente como la combinación de una 

serie de anomalías en un individuo que aumentan su probabilidad de padecer una 

enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus: hipertensión arterial, adiposidad central, 

bajos niveles séricos de colesterol HDL, elevadas concentraciones séricas de 

triglicéridos e hiperglucemia en ayuno (NHANES III, 1988-94). Estudios posteriores han 

incluido diversos factores de inflamación y el estrés oxidativo como biomarcadores del 

síndrome metabólico (Reilly y Rader, 2003). Otros, han sugerido la inclusión de la 

resistencia a la leptina (Arch y cols., 1998) y la activación de células endoteliales (Bonora y 

cols., 2003). 

Por tanto, una nutrición inadecuada durante estados importantes del desarrollo 

puede acentuar la respuesta a una sobrenutrición o a una malnutrición en etapas 

posteriores (Boullu-Ciocca y cols., 2008; Vickers y cols., 2008). De este modo, estas 

influencias tempranas del desarrollo, en combinación con una dieta pobre o con una 

ingesta en exceso de calorías y una insuficiente actividad física, contribuyen, en gran 

medida, al aumento de la obesidad y sus complicaciones secundarias. 

 En la etapa adulta, las funciones endocrinas, incluyendo el metabolismo, pueden 

estar condicionadas por los cambios que se producen durante el desarrollo, tanto en la 

alimentación, como en los desequilibrios hormonales y en el aumento del estrés 

(Bowman y cols., 2004; Bouret y Simerly, 2006; Erhuma y cols., 2007; Delahaye y cols., 2008). Por 

otra parte, existen evidencias que sugieren que la respuesta que se genera es diferente en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shankar%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gluckman%20PD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanson%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reilly%20MP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rader%20DJ%22%5BAuthor%5D
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machos y hembras, siendo diferentes sus respuestas a muchos de estos cambios 

tempranos (Bowman y cols., 2004; Erhuma y cols., 2007; Vickers y cols., 2008; García-Cáceres y 

cols., 2010). No obstante, la gran mayoría de los estudios publicados no evalúan de forma 

comparativa las respuestas en ambos sexos. De hecho, gran parte de los estudios que 

analizan los efectos de cambios tempranos sobre el metabolismo en el adulto se realizan 

en machos. De ser diferentes las respuestas en machos y hembras, las medidas de 

intervención también deberían diferir en ambos sexos. 

  

Muchos de los estudios sobre los aspectos cuantitativos de la sobrenutrición o de 

la malnutrición temprana se realizan a través de la manipulación del tamaño de camada 

durante la lactancia (Plagemann y cols., 1999a) o la restricción del alimento materno 

durante la gestación y/o la lactancia (Huizinga y cols., 2001). La reducción del tamaño de la 

camada durante el periodo de lactancia es una manipulación experimental, 

relativamente no invasiva, que se traduce en una mayor ingesta, debida a la mayor 

disponibilidad de leche materna. Esta manipulación del tamaño de la camada induce 

aumento del peso y de la ingesta en los animales procedentes de camadas pequeñas, no 

sólo durante la lactancia, sino también durante la pubertad y etapa adulta del animal, así 

como hiperleptinemia e hiperinsulinemia (Boullu-Ciocca y cols., 2005; Boullu-Ciocca y cols., 

2008; Glavas  y cols., 2010). Al contrario, un aumento del tamaño de la camada puede 

inducir la desnutrición neonatal, que también tiene efectos metabólicos de larga 

duración (Wilson y Hughes, 1997; Erhuma y cols., 2007; Delahaye y cols., 2008). Sin embargo, 

aún se ignora si el aumento de peso y el metabolismo están afectados por igual en 

machos y hembras por estos cambios en la ingesta nutricional precoz. 

 

1.2. Efecto del tipo de dieta sobre la obesidad 

El tipo de energía que se consume influye de forma diferente en el aumento de 

peso y en la composición corporal (Gibson, 1996; Ludwig y cols., 2001; Elliott y cols., 2002; 

Erhuma y cols., 2007; Gibson, 2008), puesto que ante las diversas proporciones de los 

nutrientes en la dieta predominan diferentes vías metabólicas, cuyos productos finales 

repercuten tanto al sistema central como periféricamente. Esta modificación de la 

proporción de los macronutrientes en la alimentación tiene diversos efectos. En efecto, 

las dietas ricas en grasa son un factor importante del mal estado metabólico de un gran 
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porcentaje de la población, interviniendo en la ganancia de peso y el metabolismo, por 

lo que ha sido un área activa de investigación (Vickers y cols., 2005; Delahaye y cols., 2008; 

Vickers y cols., 2008; Glavas y cols., 2010). No obstante, los actuales hábitos alimenticios 

incluyen no sólo el aumento del consumo de grasa, sino también de los hidratos de 

carbono.  

El incremento del consumo de azúcares también se ha asociado con el actual 

aumento de la obesidad y sus complicaciones secundarias (Gibson, 1996; Elliott y cols., 

2002; Havel, 2005;  Bray, 2006; Hofmann y Tschöp, 2009). Este aumento en el consumo de 

carbohidratos se debe, en parte, al aumento de la ingesta de bebidas azucaradas, las 

cuales contienen en muchos casos jarabe de maíz (con niveles elevados de fructosa), 

que se compone de 55% de fructosa y 45% de glucosa o sacarosa, que está compuesta 

por un 50% de fructosa y un 50% de glucosa. Se ha hipotetizado que la fructosa no es 

capaz de estimular la producción de insulina o la de leptina por el tejido adiposo, 

mientras que la glucosa sí estimula la producción de estas hormonas, lo que genera 

diferentes respuestas metabólicas (Elliot y cols., 2002; Havel, 2005; Stanhope y Havel 2008). La 

sacarosa tiene efectos intermedios entre los de la fructosa y la glucosa en algunos 

parámetros metabólicos, pero no en otros (Stanhope y Havel, 2008).  

Por lo tanto, el aumento en la ingesta de azúcar no sólo constituye una carga 

calórica extra, sino que también puede afectar el metabolismo general del animal. Sin 

embargo, la respuesta de la ganancia de peso con el consumo de azúcar aún no está 

aclarada, ya que los diversos estudios que muestran el efecto de la ingesta de 

carbohidratos sobre la variación de peso son contradictorios, indicando algunos que el 

peso puede verse aumentado (Ludwig y cols., 2001; Raben y cols., 2002; Alzamendi y cols., 

2010; Couvreur y cols., 2011), disminuido (Lewis y cols., 1992; Hill y Prentice, 1995; Gibson, 

1996; Cambri y cols., 2010) o no encontrarse afectado por este tipo de dieta (Sclafani y cols., 

1987, Soria y cols., 2001; Yanovski, 2003; Michaels y Holtzman, 2007; Avena y cols., 2008; Gibson, 

2008; Chun y cols., 2010). Estos resultados contradictorios detectados en la bibliografía 

podrían deberse a los diferentes tipos de azúcares empleados en los experimentos, a la 

duración de la intervención dietética, a la edad en que el azúcar es introducido en la 

dieta e incluso al sexo de los animales empleados en el estudio. Todo ello hace 

necesario un mejor conocimiento del control metabólico para poder abordar posibles 

estrategias terapéuticas.  
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2. Control metabólico 

La regulación de la homeostasis energética requiere una coordinación precisa 

entre las señales periféricas, que informan sobre las reservas energéticas del organismo, 

y el SNC (Fioramonti, 2007; Hahn, 1998). Existen señales de saciedad que indican tanto la 

cantidad de alimento ingerido como la composición de nutrientes del mismo, 

información sensorial procedente del tubo digestivo y que llega al SNC a través del 

nervio vago y del ganglio cervical superior (Halford y Blundell, 2000). Igualmente, el SNC 

recibe la información de los nutrientes absorbidos, de su utilización así como de las 

reservas a través de diversas hormonas, como insulina, leptina, ghrelina, adiponectina o 

interleuquinas. 

Aunque diversas regiones cerebrales, como el núcleo del tracto solitario, la 

amígdala y el córtex prefrontal, entre otras, están implicadas en el control metabólico, el 

hipotálamo es considerado como la región del SNC clave en el control del apetito y de 

la ingesta (Hahn, 1998; Schwartz y cols., 2000; Horvath, 2005; Fioramonti, 2007), siendo el 

centro integrador de las señales periféricas anteriormente indicadas, tanto de las 

hormonas como de metabolitos tales como glucosa o ácidos grasos. Este control lo 

realiza, fundamentalmente, mediante neuronas especializadas que se localizan en 

diversos núcleos hipotalámicos, particularmente el núcleo arcuato, el paraventricular 

(PVN) y el ventromedial (VMN) (Elmquist y cols., 1999; Horvath, 2005; Barrios y cols., 2007; 

Mühlhäusler y cols., 2008).  

 

2.1. El hipotálamo  

Los primeros indicios o sospechas acerca de la función relevante que desempeña 

el hipotálamo en el control de la ingesta y en la regulación del balance energético, se 

obtuvieron en estudios realizados en los años 1940 y 1950 en animales con lesiones 

cerebrales en diversas estructuras del hipotálamo (Hetherington y Ranson, 1940; 

Hetherington y Ranson, 1942; Brobeck y cols., 1943). Posteriormente, estas evidencias se 

observaron en pacientes obesos con tumores hipotalámicos (Brobeck, 1946). Las pruebas 

obtenidas mostraron que un daño grave en áreas mediobasales del hipotálamo, en 

particular en el VMN  del mismo, estaban asociadas con un mayor consumo de 

alimentos, obesidad mórbida y resistencia a la insulina, mientras que las lesiones en las 
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estructuras del hipotálamo lateral se asociaban con anorexia y adipsia (Anand y Brobeck, 

1951). 

 

2.1.1. Anatomía del hipotálamo 

El hipotálamo forma parte de la región ventral del diencéfalo. En humanos, se 

encuentra anterior al surco hipotalámico, detrás del tálamo y por encima del tallo 

cerebral. Limita rostralmente por la lámina terminal y caudalmente por una línea que se 

extiende en sentido dorsal desde la cara posterior del tubérculo mamilar hasta su 

intersección con el surco hipotalámico. Está compuesto por múltiples subdivisiones 

nucleares de cuerpos neuronales, cada uno de los cuales está implicado en diversas 

funciones, de manera que el hipotálamo ha de ser capaz de responder a señales de 

diferente tipo y origen (Haines, 2010). 

El hipotálamo puede dividirse en diferentes regiones (Figura 1):  

- Zona hipotalámica lateral: Se extiende a lo largo de su eje rostro-caudal y se 

separa de la zona medial por una línea trazada en el plano sagital a través del 

fórnix. Está compuesta por agrupaciones difusas de neuronas entremezcladas con 

haces de axones con una orientación longitudinal que forman el fascículo 

telencefálico medial y que tienen una organización difusa en el cerebro humano.  

 En el área lateral no hay núcleos aislados con propia denominación, aunque 

algunos expertos consideran el núcleo supraóptico como parte de ella.  

 Las células del área hipotalámica lateral participan en la función cardiovascular 

y en la regulación del consumo de alimentos y agua. La estimulación de este área, 

como se ha indicado anteriormente, disminuye el apetito y genera una serie de 

respuestas anabólicas, incluyendo el incremento en la secreción de insulina, 

afectando a la lipogénesis en el tejido adiposo (Uyama y cols., 2004). 

- Zona hipotalámica medial: Se divide en tres regiones desde su extremo rostral al 

extremo caudal: quiasmática, tuberal y mamilar. Esta zona contiene grupos bien 

definidos de neuronas con funciones y conexiones determinadas.  

- En la región quiasmática existen cinco núcleos neuronales diferentes: 

preóptico, supraóptico, PVN, anterior y supraquiasmático. En general, estas 

estructuras están implicadas en la regulación de la liberación hormonal 

(preóptico, supraóptico, PVN), en el funcionamiento cardiovascular (anterior), 
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en los ritmos circadianos (supraquiasmático) y en la temperatura corporal y los 

mecanismos de pérdida de calor (preóptico).  

- En la región tuberal se encuentran los núcleos dorsomedial (DMN), VMN 

y ARC. El VMN se considera el centro del control de la ingestión de alimentos 

(saciedad). Las lesiones bilaterales de esta región hipotalámica producen 

hiperfagia, con la consiguiente obesidad, así como la activación de una serie de 

respuestas catabólicas, incluyendo hiperglucemia, lipólisis en el tejido adiposo 

e incremento en la secreción de glucagón (Uyama y cols., 2004). 

- A niveles caudales, la región mamilar está constituida por el núcleo 

posterior y los núcleos mamilares. En la especie humana, los núcleos 

mamilares constan de un gran núcleo medial y otro pequeño núcleo lateral. Los 

núcleos mamilares están implicados en el control de varios reflejos asociados 

con la alimentación, así como en los mecanismos relacionados con la 

formación de los recuerdos. 

- Zona periventricular, incluye las neuronas que rodean las superficies 

ependimarias del tercer ventrículo. 

 

 

 

Figura 1. Regiones y núcleos principales del hipotálamo. 
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2.1.2. Funciones del hipotálamo 

El hipotálamo está implicado en actividades viscerales de carácter motor y 

sensitivo, y en actividades endocrinas. Tanto él como las estructuras límbicas con las 

que se relaciona reciben impulsos sensitivos acerca del medio interno y regula los 

sistemas motores que lo modifican mediante cuatro mecanismos: modula el 

funcionamiento del sistema nervioso autónomo; es un transductor sensitivo visceral, que 

responde a los cambios de temperatura u osmolaridad de la sangre así como a 

concentraciones hormonales específicas en la circulación general; regula la actividad de 

la adenohipófisis a través de la producción de factores de liberación (hormonas 

liberadoras de hormonas); y lleva a cabo una función endocrina mediante la fabricación 

y liberación a la circulación general de oxitocina y vasopresina desde la neurohipófisis. 

El hipotálamo recibe información del resto del organismo a través del líquido 

cefalorraquídeo, que rellena el tercer ventrículo con el que está en contacto mediante los 

tanicitos, células gliales ependimales que constituyen una capa que delimita el tercer 

ventrículo. Además, la eminencia media permite el transporte de hormonas peptídicas y 

proteínas desde y hacia el sistema porta, sistema que conecta el hipotálamo con la 

hipófisis. Por otra parte, el hipotálamo recibe igualmente información mediante 

numerosos sistemas axónicos, que constituyen el sistema de fibras aferentes. La salida 

de información desde el hipotálamo se realiza mediante una gran variedad de fibras 

eferentes (Haines, 2010). 

 

2.1.3. El núcleo arcuato del hipotálamo  

El núcleo arcuato del hipotálamo (ARC) es el centro encargado del control de 

diversas funciones endocrinas, siendo un núcleo clave en la regulación del apetito. En 

ratones, las lesiones de este núcleo generan obesidad e hiperfagia. Además, está 

involucrado en el control del crecimiento y reproducción.   

Su situación entre el tercer ventrículo y la eminencia media hace que tenga una 

posición estratégica para integrar señales periféricas, permitiendo el control de la 

ingesta de alimentos (Cone y cols., 2001; Simpson y cols., 2009). Las células del núcleo ARC 

liberan péptidos al sistema porta y, a través de estos vasos, a la adenohipófisis. Algunos 

de estos péptidos son hormonas liberadoras que producen un incremento de la secreción 

de hormonas específicas en la adenohipófisis, y otras son hormonas inhibidoras que 
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inhiben dicha secreción (Haines, 2010). Además, el ARC presenta una gran cantidad de 

receptores de ghrelina, leptina e insulina, por lo que las neuronas de este núcleo son 

reguladas por los niveles circulantes de dichas hormonas (Sasaki y Kitamura, 2010). 

  

 Las vías efectoras centrales que regulan el peso corporal en respuesta a la 

información proveniente de las señales que informan de la adiposidad periférica 

comprenden una red compleja de neuropéptidos que pueden dividirse en dos categorías: 

 Neuropéptidos orexigénicos, que promueven la ganancia de peso incrementando 

la ingesta y disminuyendo el gasto energético.  

 Neuropéptidos anorexigénicos, los cuales promueven la pérdida de peso 

mediante la disminución de la ingesta y el incremento en el gasto energético. 

  

 En el ARC destacan dos poblaciones neuronales, denominadas neuronas de primer 

orden, que expresan estos neuropéptidos y que se ven afectadas por ghrelina, leptina e 

insulina. Dichas neuronas, son las que siguen: 

- Población neuronal que coexpresa el neuropéptido Y (NPY) y la proteína 

relacionada con agouti (AgRP), ambas con efectos orexigénicos, que 

incrementan la ingesta de alimentos (Hahn y cols., 1998). Son neuronas 

inhibidas por leptina e insulina y activadas por los estados de balance 

energético negativo o por deficiencia de leptina o insulina. 

- Una población de neuronas con función anorexigénica, que inhibe la ingesta 

de alimentos, y co-expresa el tránscrito relacionado con cocaína y 

anfetamina (CART) y proopiomelanocortina (POMC) (Ellacott y Cone, 2004). 

La expresión de POMC escinde postranscripcionalmente en péptidos 

denominados melanocortinas (Cone, 2005), entre ellos el α-MSH (Harmer y 

Bicknell, 2004; Millington, 2007), el cual realiza sus efectos anorexigénicos a 

través de los receptores de melanocortinas MC3-R y MC4-R (Huszar y cols, 

1997; Chen y cols., 2000; Harrold y cols., 2003). Estas neuronas con función 

anorexigénica están inervadas por las neuronas de NPY/AgRP. 

 

Estas poblaciones neuronales son sitios de convergencia de señales centrales y 

periféricas de los depósitos energéticos del organismo. Las señales procedentes del 

cuerpo y del cerebro convergen en los circuitos de melanocortina y modulan 
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profundamente la actividad de estos circuitos (Cowley, 2003). Sus proyecciones se 

comunican con otras áreas del hipotálamo implicadas en la regulación del apetito, como 

el PVN, DMN y el área hipotalámica lateral (Simpson y cols., 2009). Las neuronas POMC 

y NPY/AgRP se proyectan al hipotálamo lateral y al área adyacente perifornical, donde 

realizan conexiones monosinápticas con neuronas que expresan neuropéptidos 

anabólicos como la hormona concentradora de melanina y las orexinas A y B. Además, 

se proyectan al núcleo PVN, área que se comunica con la corteza cerebral y se cree que 

participa, junto con el hipotálamo lateral, en la transducción de la señal de leptina en la 

modulación del hambre. Igualmente estas neuronas comunican con áreas del tronco 

cerebral involucradas en el control de la ingesta alimentaria como el núcleo del tracto 

solitario, directamente por conexiones monosinápticas e indirectamente, mediante el 

núcleo PVN y el hipotálamo lateral (Mendieta-Zerón y cols., 2007). 

 

Las neuronas NPY del núcleo arcuato expresan el receptor de los secretagogos de 

la hormona de crecimiento (GHS-R) o receptor de ghrelina (Kojima y cols., 1999; Willesen 

y cols., 1999; Tschöp y cols., 2000). Estudios de electrofisiología han demostrado que la 

ghrelina es capaz de inhibir a las neuronas de POMC (Nakazato y cols., 2001). Igualmente, 

las neuronas NPY (Baskin y cols., 1999; Schwartz y cols., 2000; Williams y cols., 2010) y las 

neuronas POMC (Cheung y cols., 1997; Schwartz y cols., 2000; Cowley y cols., 2001; Williams y 

cols., 2010) expresan el receptor de leptina.  

El ARC es el único sitio del hipotálamo que expresa la enzima ácido graso 

sintetasa, por lo que ha sido propuesto como un sitio sensible a sustancias del 

metabolismo de los ácidos grasos (Loftus y cols., 2000). En el ARC destaca también una 

pequeña población de neuronas adyacente al tercer ventrículo que envía fibras a las 

neuronas NPY de diversas regiones hipotalámicas y que produce y secreta ghrelina, 

probablemente con efectos locales diferentes a los producidos por la ghrelina plasmática 

y encaminados a la regulación de la homeostasis energética. Estas fibras de ghrelina 

también hacen contacto con otras clases de neuronas hipotalámicas (Olney, 1969; Cowley y 

cols., 2003).  

En los núcleos hipotalámicos implicados en el control de la función 

neuroendocrina y de la homeostasis energética, las neuronas y células gliales presentan 

la capacidad de detectar y regular los niveles circulantes de glucosa (Fioramonti y cols., 

2004; Levin y cols., 2004; Song y cols., 2001) mediante transportadores localizados en sus 



 Introducción 

 

 

 

12 

 

membranas (Levin y cols., 2004). Además, en el hipotálamo existen poblaciones 

neuronales denominadas neuronas glucosensibles, las cuales utilizarían un sistema de 

detección de glucosa similar al de las células pancreáticas, modificando su actividad en 

función de las concentraciones externas de glucosa (Song y cols., 2001; Levin y cols., 2004; 

Wang y cols., 2004). De esta manera actúan como sensores del estado metabólico y como 

reguladores de la homeostasis energética (Levin y cols., 2004). Sin embargo, en la 

obesidad esta capacidad se ve alterada, pudiendo contribuir a los resultados adversos 

que conlleva esta enfermedad (Levin y cols., 1999; Levin y cols., 2004).   

 

2.2. Los astrocitos y el control metabólico 

El SNC está formado por distintos tipos de células: las neuronas, las células de la 

glía y las células endoteliales. Las neuronas son las células responsables de la 

transmisión de la información gracias a su capacidad de transmitir el impulso nervioso. 

Aunque ésta constituye, sin duda, la función más relevante del SNC, las células no 

neuronales desempeñan también funciones muy importantes. Dentro de las células de 

gliales, donde se distinguen células ependimarias, células macrogliales y células 

microgliales, encontramos a los astrocitos, células macrogliales que constituyen la glía 

mayoritaria del SNC (Figura 2).  

 

 

       Figura 2. Disposición de las neuronas, células gliales y capilares sanguíneos. 
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En el cerebro, las neuronas y los astrocitos forman un complejo fundamental para 

el mantenimiento de la función neural y del metabolismo cerebral (Escartin y cols., 2006; 

Aubert y cols., 2007). A pesar de que han sido considerados cómo células básicas para el 

soporte neuronal, actualmente se les ha atribuido diversas funciones importantes en el 

cerebro, tanto durante el desarrollo como en el adulto.  

Entre las diferentes funciones que se han descrito para los astrocitos cabe 

destacar las siguientes:  

- Apoyo a la proliferación y diferenciación neuronal durante el desarrollo (Stevens, 

2008; Cina y cols., 2009; Kosodo y Huttner, 2009). 

- Modulación de la plasticidad sináptica. Se ha observado que los astrocitos 

integran y procesan la información sináptica y difunden diferentes moléculas 

que afectan a la función y plasticidad sináptica (Araque y cols., 1999; Volterra y 

Steinhaüser, 2004; Panatier y cols., 2006; Theodosis y cols., 2008; Perea y cols., 2009; 

Freeman, 2010).  

- Mantenimiento de la homeostasis iónica y de neurotransmisores (Philippi y cols., 

1996;  Seifert y cols., 2006). 

- Soporte metabólico a las neuronas (Medina y cols., 1999, Pellerin, 2003; Rouach y 

cols., 2008). Se encargan también de incorporar iones y diversos sustratos desde la 

circulación al cerebro para las neuronas, regulando el ambiente extracelular de 

las neuronas (Fields y Stevens-Graham, 2002). 

- Función neuromoduladora (Araque, 2008; Bonansco y cols., 2011). 

- Función neuroprotectora (Vega-Agapito y cols., 2002). Participación en procesos 

neuroendocrinos, pues se ha observado que los astrocitos responden a distintos 

factores y hormonas como el estradiol (García-Segura y cols., 1996). Además, esta 

hormona regula la expresión de diferentes moléculas en los astrocitos que son 

importantes para las respuestas fisiológicas de estas células, como los 

transportadores de glutamato GLT-1 y GLAST (Pawlak y cols., 2005). 

 

Los astrocitos son parte de la barrera hematoencefálica (BHE), lo que les 

convierte en piezas fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis neuronal. 

Mantienen la homeostasis del espacio extracelular y detectan los requerimientos de 

metabolitos por parte de las neuronas a través de diferentes moléculas mensajeras, como 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aubert%20A%22%5BAuthor%5D
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glutamato, K
+
, óxido nítrico, peróxido de hidrógeno y amonio, entre otros (Dienel y Hertz, 

2001; Aubert y cols., 2007; Rouach y cols., 2008).  

Igualmente es importante el papel de estas células gliales sobre la plasticidad 

sináptica, realizando una función neuromoduladora. En la década de los 90 se propuso 

el término “sinapsis tripartita” para hacer referencia a la comunicación bidireccional 

existente entre astrocitos y neuronas, indicando que los astrocitos intercambian 

información con los elementos de las sinapsis, respondiendo a la actividad sináptica y 

regulando la transmisión (Araque y cols., 1999) (Figura 3). En este sentido, se ha 

observado que los astrocitos regulan la transmisión sináptica, pudiendo contribuir a la 

plasticidad sináptica a largo plazo (Perea y cols., 2009). Recientes estudios, en los que se 

observa que la liberación espontánea de glutamato desde los astrocitos podría regular la 

transmisión sináptica, indican que la actividad de los astrocitos podría proporcionar un 

nuevo mecanismo no neuronal de primer orden para la transferencia de información en 

el SNC (Bonansco y cols., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Esquema representativo de la transferencia de información entre las neuronas y los 

astrocitos en la sinapsis tripartita. Nt: Neurotransmisor, Gt: gliotransmisores. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aubert%20A%22%5BAuthor%5D
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Muchas de las funciones que realizan los astrocitos han sido profundamente 

estudiadas y actualmente son bien conocidas; sin embargo, el papel de los astrocitos en 

el control metabólico es menos conocido. Los astrocitos maduros expresan 

específicamente el receptor α activador de la proliferación de peroxisomas, el cual juega 

un papel crítico como sensor y regulador del metabolismo lipídico (Peters y cols., 1997; 

Berger y Moller, 2002). Igualmente, la apolipoproteína E (apoE), lipoproteína que se 

encarga del transporte de lípidos como el colesterol y los triglicéridos, en la periferia es 

sintetizada por el hígado y en el cerebro es producida específicamente por los astrocitos 

(Boyles y cols., 1985). Por esta razón se considera que los astrocitos sean los sensores 

lipídicos del cerebro (Yi y cols., 2011). Además, como se ha indicado anteriormente, estas 

células expresan receptores para diversas hormonas periféricas, como la leptina, 

expresión que incrementa por la obesidad (Pan y cols., 2008; Dallaporta y cols., 2009; 

Hsuchou y cols., 2009). Todo ello convierte a estas células gliales en una parte muy 

importante del control metabólico, llegando a tener una función relevante en la 

regulación de la ingesta; de ahí que sea necesario profundizar aún más en el estudio de 

los astrocitos para el tratamiento de la obesidad. 

 

 

 

3. Glucosa y transportadores de glucosa  

La glucosa es considerada el principal nutriente para las células del sistema 

nervioso adulto. Aunque el peso del cerebro maduro constituye sólo entre el 2-3% del 

total del peso corporal, este órgano puede consumir una cuarta parte de la de glucosa 

suministrada al organismo (Clarke y Sokoloff, 1994). Sólo una pequeña porción de esta 

glucosa se utiliza para los procesos de biosíntesis y la mayor parte es consumida en el 

metabolismo energético. En la década de los 70 se estableció como dogma central del 

metabolismo energético que la glucosa era el combustible del cerebro de los mamíferos 

y el único sustrato capaz de soportar por completo la actividad neuronal (Siesjö, 1978). No 

obstante, actualmente esta hipótesis está cuestionada por diversas escuelas.  

 Los niveles centrales de glucosa desempeñan una función crítica en la regulación 

del metabolismo energético (Penicaud y cols., 2002). En el hipotálamo existe una población 

de neuronas especializadas que utilizan la glucosa como una molécula señal capaz de 
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regular su potencial de membrana y su frecuencia de potencial de acción. Son las 

neuronas glucosensibles (Ashford y cols., 1988; Wang y cols., 2004). Existen dos poblaciones 

de neuronas glucosensibles, según sean excitadas o inhibidas por la glucosa, localizadas 

fundamentalmente en el NVM y en el ARC (Levin y cols., 2004; Burdakov y cols., 2005) e 

involucradas en el control de la ingesta y de la homeostasis de la glucosa (Marty y cols., 

2007). La literatura actual parece sugerir que el rasgo característico de neuronas 

glucosensibles es la presencia en ellas de glucokinasa y de la proteína quinasa activada 

por 5‟-adenosín monofosfato (AMPK). Curiosamente, esto sugeriría que el mecanismo 

de detección de la glucosa puede ser un mecanismo universal, incluso si la célula se 

activa o se inhibe por la glucosa (Levin y cols.,  2011).  

 

3.1. Transportadores de glucosa 

 El transporte de la glucosa a través de la membrana celular se lleva a cabo por dos 

familias de proteínas: 

1)  La familia de cotransportadores de Na
+
-glucosa, los cuales realizan el transporte 

de glucosa en contra de gradiente de concentración acoplado al transporte de 

sodio, utilizando ATP. Estos transportadores se expresan principalmente en la 

membrana apical de las células epiteliales del intestino y del riñón y transportan la 

glucosa en contra del gradiente de concentración, para lo cual utilizan ATP 

(Ferraris, 2001). 

2)   La familia de transportadores de glucosa constituída por proteínas facilitadoras 

del transporte de glucosa independientes del Na
+
 (GLUT). La mayoría de las 

células de mamíferos incorporan la glucosa a través los GLUTs, proteínas de 

membrana que permiten el paso del monosacárido a favor de un gradiente de 

concentración (Lienhardy cols., 1992). La incorporación de la glucosa a las células 

está controlada por los niveles de expresión de estos transportadores en la 

superficie celular, lo que está regulado por diversas señales específicas, tales 

como las concentraciones de glucosa (Boado y Pardridge, 1993). Estas proteínas 

permiten igualmente el transporte de la glucosa desde la sangre al cerebro a través 

de la BHE y, una vez ahí, al interior de neuronas y células gliales. 

LeFevre postuló que era necesario un componente de la membrana celular para 

permitir el paso de la glucosa a través de la bicapa lipídica de las células (LeFevre, 1948). 
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Años más tarde, Widdas (Widdas, 1952) propuso un mecanismo de transporte para 

explicar los cambios cinéticos observados en el transporte de glucosa a través de la 

placenta de oveja. Sin embargo, no fue hasta la década de 1970 cuando se demostró que 

el transporte de glucosa estaba mediado por una proteína embebida en la membrana 

plasmática (Kasahara y Hinkle, 1977). La primera clonación del ADNc que codifica para 

un transportador de glucosa (GLUT-1) se produjo en 1985 (Mueckler y cols., 1985), siendo 

los otros trece miembros de la familia de los GLUTs identificados posteriormente (Uldry 

y Thorens, 2004).   

Todos estos transportadores están constituidos por unos 500 aminoácidos y por 12 

dominios transmembrana en forma de α-hélice. Los dominios amino y carboxilo 

terminales se localizan en el citoplasma. Para el transporte de glucosa se forman puentes 

de hidrógeno entre los grupos hidroxilo y carbamino del GLUT y los grupos hidroxilo 

de la glucosa (Lienhard y cols., 1992). Para el ingreso de la glucosa al interior celular se 

sugiere que, tras la unión del azúcar al transportador en la cara externa de la membrana, 

éste cambia de conformación, pasando de una conformación exofacial a una endofacial, 

de manera que la glucosa y su sitio de unión quedan en la cara interna de la membrana. 

Finalmente, el transportador libera la glucosa en el citoplasma y el transportador, ya 

libre, cambia nuevamente su conformación, exponiendo el sitio de unión a la glucosa en 

la cara externa de la membrana celular (Carruthers, 1990) (Figura 4).  

 

 

 
 

Figura 4. Transporte de glucosa al interior celular. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13000688
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Cada una de las isoformas de esta familia de transportadores tiene una ubicación y 

características propias, tal y como se indican en la Tabla 1. Aunque la caracterización 

funcional de estas isoformas requiere estudios más exhaustivos, se sabe que los 

miembros de esta familia difieren entre sí en su distribución tisular, sus propiedades 

cinéticas y su especificidad por el sustrato. 

 

Transportador Sitios de expresión Función 

GLUT-1 

Eritrocito, nefrona. BHE (Dick y cols, 1984) y 

retiniana (Mantych y cols., 1993a) Cerebro: 

células gliales y neuronales (Rayner y cols., 

1994) 

Ingreso basal de glucosa.Transporte 

de galactosa, manosa y glucosamina  
(Merrall y cols., 1993) 

GLUT-2 
Células β del páncreas, hígado, nefrona 

proximal, intestino delgado (Thorens, 1992). 

Cerebro: células gliales (Leloup y cols., 1994) 

Sensor de glucosa del páncreas, 

transporte de glucosa en la 

membrana basolateral del intestino 

y riñón. Ingreso de glucosa en 

astrocitos (Marty y cols., 2005) 

GLUT-3 

Placenta, hígado, riñón, corazón, 

espermatozoides y testículos (Burant y 

Davidson, 1994; Stuart y cols., 1999; Wood y 

Trayhurn, 2003; Uldry y Thorens, 2004). 
Cerebro: neuronas (Brant y cols., 1993; 

Nagamatsu y cols., 1993; Gerhart y cols., 1995) 

Ingreso basal de glucosa. 

Transporte de galactosa, manosa,  
maltosa y xilosa 

GLUT-4 
Músculo esquelético y cardíaco, tejido 

adiposo. Baja expresión en cerebro (Rayner y 

cols., 1994) 

Ingreso de glucosa estimulado por 

la insulina (Bryant y cols., 2002) 

GLUT-5 
Yeyuno, espermatozoides, músculo 

esquelético, riñón. Cerebro:  microglía 
(Mantych GJ y cols. 1993b) 

Transporte de fructosa y glucosa 

GLUT-6 Bazo, leucocitos 
Ingreso de glucosa (Doege y col., 

2000) 

GLUT-7 
Membrana apical de células intestinales 

(Thorens y Mueckler, 2010) 
Ingreso de glucosa y fructosa 

GLUT-8 
Testículos, músculo esquelético, corazón, 

intestino delgado, placenta. Cerebro (Ibberson 

y col., 2000) 

Ingreso de glucosa (Ibberson y col., 

2000) 

GLUT-9 
Riñón, hígado, intestino y condrocitos (Doege 

y col., 2000; Thorens y Mueckler, 2010) 

Transporte de glucosa y fructosa 
(Doege y cols., 2000; 

Carayannopoulos y cols., 2004) 

GLUT-10 
Hígado, páncreas y tejido adiposo (Dawson y 

cols., 2001; McVie-Wylie y cols., 2001) 
Transporte de glucosa (Dawson y 

cols., 2001) 

GLUT-11 
Músculo esquelético y corazón (Doege y col., 

2001) 
Ingreso de glucosa y fructosa (Wu y 

cols., 2002) 

GLUT-12 
Músculo esquelético, tejido adiposo, intestino 

delgado (Rogers y col., 2002) 
Ingreso de glucosa (Thorens y 

Mueckler, 2010) 

GLUT-13 Cerebro  (Thorens y Mueckler, 2010) 
Transporte del mioinositol (Uldry y 

cols., 2001) 

GLUT-14 Testículos (Thorens y Mueckler, 2010) Transporte de glucosa 

Tabla 1. Sitios de expresión y funciones de los transportadores de glucosa (GLUT). 
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3.1.1. Transportador de glucosa GLUT-1 

Se trata de una proteína de 664 aminoácidos codificada por un gen localizado en 

el cromosoma 1 de humanos (Cloherty y cols., 1996) (Figura 5). Fue el primer 

transportador de glucosa clonado de la línea celular HepG2 (Mueckler y cols., 1985). Se 

expresa en todos los tipos celulares y originariamente se pensaba que era el único 

transportador de glucosa expresado en el cerebro. La regulación de la expresión de 

GLUT-1 parece realizarse mediante un control transcripcional y post-transcripcional 

(McGowan y cols., 1995; Dwyer y cols., 1996). El mensajero de GLUT-1 ha sido detectado en 

diversas regiones cerebrales, como en corteza, tálamo, hipotálamo, hipocampo, 

mesencéfalo, tronco del encéfalo y cerebelo (Rayner y cols., 1994).  

 

 

 

Figura 5. Estructura del transportador de glucosa GLUT-1. 

 

En el cerebro de mamíferos se han detectado dos isoformas de GLUT-1, una de 45 

kDa y otra de 55 kDa, ambas procedentes del mismo gen. Su diferencia en el peso 

molecular es debida a su glicosilación, pero no parecen existir diferencias en su 

estructura o cinética (Birnbaum y cols., 1986). La isoforma de 55 kDa se encuentra 

exclusivamente en células endoteliales de la BHE, donde se localiza tanto en la 

membrana luminal como en la abluminal y en el interior celular (Dick y cols., 1984; Farrell 

y Pardridge, 1991). La isoforma de 45 kDa se localiza en neuronas y en células gliales, así 

como en las membranas basolateral y apical del plexo coroideo y en el epéndima (Lee y 

Bondy, 1993). Bajo unas condiciones normales, su expresión está limitada en neuronas; 

sin embargo, bajo condiciones de estrés o en células en cultivo, su expresión incrementa 
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en las células gliales (Lee y Bondy, 1993; Gerhart y cols., 1994). Las variaciones en las 

concentraciones de glucosa circulante regulan la expresión de este transportador 

(Simpson y cols., 1999). Una hipoglucemia crónica incrementa la expresión de GLUT-1 en 

la BHE, mientras que una hiperglucemia no modifica su expresión en la barrera (Simpson 

y cols., 1999). Igualmente, la deprivación de glucosa en cultivos celulares in vitro genera 

un incremento de la expresión de este transportador, así como un incremento de su 

actividad (Boado y Pardridge, 1993). Por otra parte, se ha descrito recientemente que 

niveles elevados de glucemia incrementan la expresión de GLUT-1 en células gliales 

del hipotálamo y que ese incremento conducía a una disminución de la hiperglucemia 

sistémica (Chari y cols., 2011). 

 

3.1.2. Transportador de glucosa GLUT-2 

Se trata de una proteína de 522 aminoácidos, codificada por un gen localizado en 

el cromosoma 3 de humanos. Fue clonado de ADNotecas de ADNc de hígado de rata 

(Thorens y cols., 1988) y humano (Fukumoto y colsa, 1988). Tiene una baja afinidad por la 

glucosa, con una Km de 17mM; sin embargo, presenta una gran afinidad por la 

glucosamina (Km=0,8 mM) (Uldry y cols., 2002). 

Se expresa en gran medida en las células β del páncreas y en la membrana 

basolateral del intestino y en células epiteliales del riñón (Thorens, 1992). En el cerebro, 

GLUT-2 se expresa en áreas cerebrales involucradas en el control de la ingesta, como el 

hipotálamo, y en el tronco del encéfalo (Ngarmukos, 2001; García MA y cols., 2003), dónde 

principalmente se localiza en astrocitos que actúan como sensores de glucosa (Leloup y 

col., 1994; Marty y cols., 2005).  

  

 Marty y colaboradores indicaron que para una correcta sensibilidad hacia la 

glucosa es necesaria la localización de este transportador en células gliales (Marty y cols., 

2005), lo que apoya la hipótesis de la estrecha comunicación entre astrocitos y neuronas 

para la detección y utilización de la glucosa. El lactato parece ser una de las moléculas 

de unión. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chari%20M%22%5BAuthor%5D
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3.1.3. Transportador de glucosa GLUT-3 

El transportador GLUT-3 es una proteína de 596 aminoácidos, codificada por un 

gen localizado en el cromosoma 12 de humanos (Figura 6). Esta proteína de 45 kDa, fue 

clonada inicialmente en una línea celular fetal de músculo esquelético (Nagamatsu y cols., 

1992) y, posteriormente, clonada de una gran variedad de cerebros de mamífero.  

En cerebro se localiza casi exclusivamente en neuronas, siendo su principal 

transportador de glucosa, y en roedores se expresa en prácticamente todas las regiones 

cerebrales (Maher y cols., 1992; Brant y cols, 1993; Nagamatsu y cols., 1993; McCall y col., 1994; 

Gerhart y cols., 1995). En la periferia se expresa en placenta, hígado, riñón, corazón, 

espermatozoides y testículos (Burant y Davidson, 1994; Stuart y cols., 1999; Wood  y Trayhurn, 

2003; Uldry y Thorens, 2004). 

Este transportador tiene una gran afinidad por la glucosa y está presente en tejidos 

donde la demanda de glucosa como combustibles es considerable, como sucede en el 

cerebro.   

           

 
  

 

Figura 6. Estructura del transportador de glucosa GLUT-3. 

 

 

 3.2. Glucosa, células gliales y transportadores de glutamato 

Aunque la glucosa es el principal sustrato energético para el cerebro, en 

determinadas situaciones otros sustratos, como el lactato, pueden suministrar parte de la 

energía necesaria para las neuronas (Pellerin, 2005). Como ya se ha indicado, es necesaria 

una comunicación entre astrocitos y neuronas para la detención y utilización de glucosa, 
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estando bien establecido el hecho de que en el SNC, los astrocitos y las neuronas, así 

como los vasos sanguíneos, trabajan juntos, como unidades funcionales (Freeman, 2010). 

Los astrocitos están involucrados en la detección de glucosa y en la modulación 

de los niveles de glucosa periférica (Lamy cols., 2005), además de proporcionar glucosa al 

espacio extracelular en el cerebro para su captación por parte de las neuronas. La 

glucosa es el principal metabolito inicial para el cerebro, almacenándose en forma de 

glucógeno para amortiguar la hiperglucemia (Tsacopoulos y Magistretti, 1996; Rouach y cols., 

2008; Mangia y cols., 2009). Es importante destacar que, en el cerebro, los vasos sanguíneos 

están casi completamente rodeados por una red de astrocitos (Figura 2), lo que plantea 

la posibilidad de que la glucosa regule a las neuronas glucosensibles, al menos en parte 

de forma indirecta, a través de los astrocitos  (Levin y cols., 2011). 

 

El metabolismo primario de los astrocitos funciona utilizando ATP procedente de 

la glucolisis, con la producción y salida de lactato al medio extracelular como última 

etapa de este proceso (Dienel y Hertz, 2001; Korf, 2006; Schurr, 2006). Los niveles de glucosa 

extracelular en el cerebro oscilan entre 0,5 y 1,5 mmol/L, mientras que los de lactato 

son de alrededor de 2,5 mmol/L (Abi-Saab y cols., 2002). Esta elevada concentración de 

lactato hace que éste sea un metabolito esencial para el metabolismo aerobio neuronal, 

además de serlo la glucosa, utilizada directamente por las neuronas. Ya en 1994, 

Pellerin y Magistretti, propusieron la hipótesis del transporte de lactato entre neuronas y 

astrocitos como posible mecanismo de comunicación entre ambas células. Las células 

gliales, a través de GLUT-1 y GLUT-2, captan y almacenan la glucosa en su interior en 

forma de glucógeno, a partir del cual pueden producir lactato para que sea utilizado por 

las neuronas (Pellerin, 2005). Estos autores sugerían que el lactato es el principal sustrato 

energético para los astrocitos. En las células neuronales, este lactato es convertido a 

piruvato, vía lactato deshidrogenasa, que entra en el ciclo de los ácido tricarboxílicos 

para generar ATP (Figura 7).  

 



 Introducción 

 

 

 

23 

 

 

 

Figura 7. Modelo de comunicación neurona-astrocito. Lac: lactato; Pyr: piruvato; Gln: glutamina. 

 

 

En este proceso de comunicación entre astrocitos y neuronas ejercen una 

importante función los transportadores de glutamato. Durante una sinapsis química 

excitatoria, la neurona presináptica libera a la hendidura sináptica L-glutamato, 

neurotransmisor que genera una respuesta excitatoria sobre la neurona postsináptica 

(Figura 8).  

 

Figura 8. Esquema de una sinapsis química. 

 

La terminación de la señal sináptica es un proceso fundamental para que las 

neuronas no pierdan su excitabilidad. En este proceso influyen diversos factores como 

la vida media química del neurotransmisor, ya que algunos son degradados en el espacio 
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sináptico, siendo a veces reciclados sus componentes por la neurona presináptica para 

sintetizar nuevos neurotransmisores; la desensibilización de los receptores, que produce 

el fin de la transducción de la señal a la neurona postsináptica; y los transportadores 

activos, generalmente en la membrana de la neurona presináptica y en la de la glía 

adyacente, que retiran el neurotransmisor del espacio sináptico y permiten su reciclaje 

para futuras neurotransmisiones.  

En el caso del L-glutamato, éste es retirado del espacio sináptico gracias a 

transportadores localizados, fundamentalmente, en los astrocitos. Estos transportadores 

son bombas iónicas que acoplan el transporte de L-glutamato al simporte o antiporte de 

Na
+
 y K

+
, aprovechando sus gradientes (Cholet y cols., 2002; Yi y Hazell, 2006). Este 

transporte genera una activación de la glucolisis, favoreciendo la formación de lactato, a 

partir de la glucosa almacenada en estas células, que, tal y como se ha indicado 

anteriormente, será utilizado como sustrato energético (Serres y cols., 2003; Serres y cols., 

2004; Pellerin, 2005). Pertenecen a la familia de transportadores de aminoácidos  

excitadores (EAAT), de la que se han descrito 5 miembros. Los más importantes son 

EAAT2 (en roedores, transportador de glutamato 1, GLT-1), que acapara el 90% del 

transporte en el SNC, y EAAT1 (en roedores, transportador de glutamato y aspartato, 

GLAST) (Yi y Hazell, 2006). Ambos se encuentran preferentemente en la glía (Lehre y cols., 

1995), aunque también se ha observado su expresión en neuronas, especialmente en el 

caso de GLAST (Rothstein y cols., 1994). De esta manera los astrocitos realizan una 

función neuroprotectora. Se ha observado que, ante la liberación de una cantidad 

anormalmente elevada de L-glutamato, algo que sucede ante un daño cerebral, como la 

isquemia o tras un traumatismo cerebral, se ha detectado un incremento en los niveles 

de transportadores en glía (Beschorner y cols., 2007a y Beschorner y cols., 2007b), en lo que 

puede ser un intento por proteger a las neuronas y células nerviosas de la degeneración. 

Finalmente, esta incorporación del L-glutamato a los astrocitos permite la 

producción de glutamina gracias a la enzima glutamina sintetasa (Albrecht y cols., 2007). 

La función mitocondrial y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos en los astrocitos son 

diferentes que en las neuronas, pues en estas células gliales estos procesos van 

encaminados a la producción de glutamina para su posterior uso neuronal, ya que las 

neuronas, a partir de la glutamina, generan de nuevo glutamato (Tsacopoulos y Magistretti, 

1996; Rouach y cols., 2008).  
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4. Comunicación entre el sistema nervioso central y el sistema 

periférico: modulación de los neuropéptidos hipotalámicos 

La regulación de la homeostasis energética requiere una coordinación precisa 

entre las señales periféricas, que informan acerca de las reservas energéticas del 

organismo, y el sistema nervioso central. Como ya se ha indicado, el hipotálamo es el 

centro encargado del control de la ingesta y del gasto energético (Hahn, 1998; Schwartz y 

cols., 2000; Horvath, 2005; Fioramonti, 2007), encargado de integrar y procesar la 

información procedente de otras áreas del SNC y de las hormonas circulantes. Entre las 

señales periféricas que actúan sobre el hipotálamo cabe destacar la ghrelina y la leptina, 

hormonas capaces de modificar la expresión de los neuropéptidos hipotalámicos 

implicados en la regulación de la ingesta, puesto que en esta región existe una gran 

cantidad de receptores de ghrelina y leptina (Sasaki y Kitamura, 2010) (Figura 9). 

 

 

 

 

 Figura 9. Interacción endocrina y neuronal en la regulación de la homeostasis energética y el 

apetito. RLept: receptor de leptina; GHSR: receptor de ghrelina; -MSH: hormona 

estimuladora de melanocitos; MC4R: receptor de melanocortina tipo 4; Y-R: receptor de 

NPY. 
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El tejido adiposo participa en el sistema de retroalimentación negativa de la 

homeostasis energética, desempeñando una importante función endocrina (Thalmann y 

Meier, 2007). El tejido adiposo blanco, considerado tradicionalmente como un depósito 

de energía en forma de triglicéridos (Vázquez-Vela y cols., 2008), es actualmente un 

reconocido componente activo del organismo con funciones definidas en la homeostasis 

energética, que sirve como fuente de péptidos y hormonas como la leptina, la 

adiponectina y la resistina (Galic y cols., 2010; Karastergiou y Mohamed-Ali, 2010), 

adipoquinas que participan en la regulación autocrina y paracrina dentro del mismo 

tejido y con efectos endocrinos en la función de órganos distales, tales como el músculo, 

el páncreas, el hígado y el cerebro, participando así en el control del metabolismo 

(Ahima,  2005).  

 

4.1. La leptina 

El término leptina deriva de la palabra griega leptos, que significa delgado. Esta 

hormona fue descubierta en 1994 por Jeffrey Friedman y colaboradores mediante el 

estudio de ratones obesos mutantes para el gen ob, el gen de la leptina (ratones ob/ob), 

cuya mutación provoca la carencia de leptina sérica (Zhang y cols. 1994). Esta adipoquina, 

que informa al cerebro del estado energético del organismo, es producida 

principalmente en el tejido adiposo, donde la secreción se lleva a cabo subcutánea, 

retroperitoneal y perilinfáticamente. Aunque en menor medida, también se expresa en 

hígado, estómago, hipotálamo, ovario y placenta (Zhang y cols. 1994; Mantzoros, 1999).  

Las concentraciones de leptina en el organismo dependen del sexo, la edad, la 

ingesta calórica y el índice de masa corporal (Argente y cols., 1997; Dagogo-Jack, 1999; 

Mantzoros, 1999; Sabath, 2002). Una vez que es secretada a la sangre es capaz de atravesar 

la BHE y participar en el control de la homeostasis energética, desencadenando 

respuestas de disminución de la ingesta y de incremento del gasto energético. Su 

expresión y secreción refleja el estado de adiposidad en humanos y en roedores 

(Frederich y cols., 1995), correlacionando con el tamaño de los adipocitos en roedores 

(Houseknecht y cols., 1998). Sin embargo, la leptina no sólo funciona como señal para 

indicar al cerebro el estado de las reservas energéticas del organismo, sino también 

como un sensor de la homeostasis energética (Houseknecht y cols., 1998).  
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4.1.1. Estructura de la leptina 

La leptina es una hormona de 146 aminoácidos producida a partir de un precursor 

de 167 aminoácidos con una secuencia señal de 21 aminoácidos que se separan antes de 

que la leptina pase a sangre. Tiene un peso molecular de 16 KDa y una estructura 

terciaria, similar a las citoquinas clase I, con un conjunto de cuatro α-hélices, 

conectadas por dos dominios largos cruzados y un bucle corto. Presenta un enlace 

disulfuro intercadena, implicado en su actividad (Frühbeck, 2006) (Figura 10). 

 

  

                           Figura 10. Estructura terciaria de la leptina. 

  

 La estructura de la leptina presenta gran similitud en las diversas especies, 

siendo el porcentaje de homología entre el hombre y el ratón de un 84% y entre el 

hombre y la rata de un 83%. 

 El gen ob, que en humanos se localiza en el cromosoma 7q31-3 (Isse y cols., 1995), 

tiene más de 15.000 pares de bases y tres exones separados por dos intrones, y es en los 

exones 2 y 3 donde se codifica la síntesis de la leptina.  

 

4.1.2. El receptor de la leptina 

 El receptor de la leptina (ObR) fue identificado en 1995 por Tartaglia y 

colaboradores. Pertenece a la familia de receptores de citoquinas de clase I y es 

producto de un splicing alternativo del gen db. Existen 6 isoformas diferentes de este 

receptor distribuidas por casi todos los tejidos y nombradas desde ObRa hasta ObRf. Se 

dividen en distintas clases: isoformas cortas, largas y secretoras (Frühbeck, 2006). Las 
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formas cortas (ObRa, ObRc, ObRd, y ObRe) carecen de un dominio intracelular corto y 

sus funciones se han relacionado con el transporte a través de la BHE, el aclaramiento 

de leptina y con la regulación del sistema inmune entre otras. La isoforma ObRa es la 

isoforma predominante en la mayoría de los tejidos y células (Tartaglia y cols, 1995). 

 El receptor de leptina más pequeño es la isoforma ObRe que carece de un 

dominio intracelular y se trata de una proteína soluble. Puede regular las 

concentraciones séricas de leptina y actúa como proteína transportadora de esta 

hormona, para conducirla hasta sus receptores de membrana.  

 La isoforma más larga de este receptor es denominada ObRb y se expresa 

mayoritariamente en el hipotálamo, en áreas implicadas en la secreción de 

neuropéptidos y neurotransmisores que regulan el apetito y el peso corporal (Tartaglia y 

cols, 1995; Tartaglia, 1997). Sus funciones consisten en mediar las acciones de la leptina en 

el SNC. Presenta dominios extracelular, transmembrana e intracelular, lo que indica una 

posible función de transducción de la señal al interior de la célula.  

 La unión de la leptina al receptor es un proceso en el que están implicadas las 

proteínas JAK (Janus Activated Kinases), una familia de tirosin-quinasas involucradas 

en la señalización intracelular de citoquinas (Tartaglia, 1997). Su activación genera la 

fosforilación de miembros de la familia de proteínas intracelulares STAT (Signal 

Transducer and Activators of Transcription), entre ellas a STAT3, la cual se dimeriza, 

se trasloca al núcleo y estimula la transcripción de los genes diana que median los 

efectos celulares de la leptina (Schwartz MW, 2000; Harvey y Ashford, 2003). 

 

4.1.3. Funciones de la leptina 

Los niveles circulantes de leptina se correlacionan directamente con el contenido 

de grasa corporal (Argente y cols., 1997). El traspaso de la leptina en el cerebro genera una 

disminución del apetito y una consecuente pérdida de peso, que se debe, al menos en 

parte, a la interacción de esta hormona con las estructuras centrales. Por el contrario, la 

obstrucción de estos mecanismos provoca aumento de ingesta y peso (Barrios y cols., 

2007). 

 Se ha demostrado que el uso de leptina en individuos obesos con leptina no 

funcional ayuda a la reducción de la grasa corporal (Mantzoros  y cols., 2011). Sin 

embargo, la obesidad común está relacionada con altos niveles de leptina en plasma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mantzoros%20CS%22%5BAuthor%5D
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(Frederich y cols., 1995; Mantzoros y cols., 2011), lo que indica una resistencia a los efectos 

de ésta en cuanto a la disminución de la grasa corporal. Estudios en ratones a los que se 

les sometía a una dieta rica en grasas se observó que estos aumentaban la ingesta 

energética, posiblemente debido a la resistencia a leptina que desarrollaban (Knight y 

cols., 2010). 

Tras ser secretada por los adipocitos, la leptina es transportada al cerebro a través 

de la BHE, mediante un sistema de transporte saturable (Banks y cols., 1996) mediado por 

el receptor ObRa y ejerce su acción anorexigénica en núcleos cerebrales específicos del 

control de la ingesta, como el núcleo arcuato del hipotálamo, inhibiendo la actividad de 

las neuronas NPY/AgRP. A su vez, la leptina activa las neuronas POMC/CART del 

arcuato, produciendo de esta manera una disminución de la ingesta y un aumento del 

metabolismo basal y del gasto energético (Schwartz y cols., 2000; Mockus, 2001; Moschos y 

cols., 2002; Horvath, 2005). Estos efectos se pueden ver después de una inyección 

intracerebroventricular (icv) de leptina, sin observar cambios en las concentraciones de 

leptina circulante, lo que indica la acción central de esta hormona (Halaas y cols., 1997). 

 Existe una relación directa entre el transporte de leptina en el cerebro y las 

concentraciones séricas de leptina. Por lo tanto, el transporte de la leptina al cerebro 

disminuye durante el ayuno, con la caída en los niveles de leptina circulante, mientras 

que tras la ingesta se produce un aumento paralelo en los niveles séricos de leptina y el 

transporte del cerebro (Kastin y Pan, 2000). En individuos obesos se produce una 

reducción en el transporte de la leptina a través de la BHE, lo que contribuye a la 

resistencia a esta hormona que presentan estos individuos (El-Haschimi y cols., 2000).  

Esta adipoquina también está implicada en el desarrollo del hipotálamo. 

Concretamente participa en el desarrollo de los circuitos neuronales implicados en el 

control del metabolismo energético (Bouret y cols., 2004). Ratones ob/ob, mutantes que 

carecen del gen que codifica para la leptina, presentan modificaciones tanto en el 

número de proyecciones como en las conexiones sinápticas a diversas regiones del 

hipotálamo procedentes de las poblaciones neuronales encargadas del control 

metabólico, efecto que puede revertirse con la administración de leptina (Bouret y cols., 

2004; Pinto y cols., 2004). Bouret y colaboradores, observaron que en ratones ob/ob las 

proyecciones neuronales del núcleo arcuato del hipotálamo estaban alteradas, y que la 

administración intraperitoneal de leptina promovía el desarrollo de esas proyecciones 

(Bouret y cols., 2004). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mantzoros%20CS%22%5BAuthor%5D
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Igualmente, la leptina es importante para el desarrollo de los astrocitos (Udagawa y 

cols., 2006). Los astrocitos expresan el receptor de leptina (Cheunsuang y Morris, 2005; Pan y 

cols., 2008) y responden a esta hormona modificando la señal de calcio (Hsuchou y cols., 

2009). Además, se ha observado que la expresión del receptor de leptina en estas células 

se encuentra modificada en ratones obesos (Pan y cols., 2008; Hsuchou y cols., 2009). En 

estudios realizados en nuestro laboratorio se ha determinado que la exposición central y 

crónica de leptina induce modificaciones en la longitud de las proyecciones de los 

astrocitos del núcleo arcuato del hipotálamo y en astrocitos hipotalámicos in vitro 

(García-Cáceres y cols., 2011). Por tanto, la leptina también puede inducir cambios 

morfológicos sobre estas células gliales en adultos. 

La leptina también está relacionada con el metabolismo lipídico y glucídico. 

Estimula la lipólisis e inhibe la lipogénesis en el hígado y en el tejido adiposo (Hynes G, 

2001). Asimismo, inhibe y antagoniza la acción de la insulina y estimula la 

gluconeogénesis y glucogenolisis (Hynes  y Janes, 2001). Por tanto, la leptina participa en 

el control de la homeostasis energética interviniendo en el metabolismo glucídico y 

modulando los circuitos hipotalámicos (Schwartz y cols., 1996; Hahn y cols., 1998). Además, 

esta hormona está implicada en otras múltiples funciones fisiológicas, como en la 

reproducción, adipogénesis e inmunidad (Friedman y Halaas, 1998).  

 

Otra señal periférica implicada en la regulación de la homeostasis energética, y 

que es sintetizada principalmente en el estómago, es la ghrelina. 

 

4.2. La ghrelina 

A principios de la década de los 80, se sintetizó un grupo de péptidos derivados de 

la metaencefalina que estimulaban la secreción de la hormona de crecimiento (GH) in 

vitro por células hipofisiarias (Momany y cols., 1981) e in vivo, cuando eran administrados 

tanto oral como parenteralmente (Korbonits y Grossman, 1995). Se les conoce como 

secretagogos de la GH (GHSs). Más tarde se descubrió que la actividad de los GHSs 

estaba mediada por un receptor acoplado a proteínas G, el receptor de los secretagogos 

de GH (GHS-R), expresado principalmente en la hipófisis y en el hipotálamo (Howard y 

cols., 1996), aunque estudios posteriores confirmaron su presencia en otras regiones 

cerebrales (Guan y cols., 1997) y en tejidos periféricos (Muccioli y cols., 2007). El GHS-R 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Udagawa%20J%22%5BAuthor%5D
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formaba parte del grupo de los denominados receptores huérfanos hasta que en el año 

1999 se descubrió su ligando endógeno, la ghrelina, purificada inicialmente de las 

células oxínticas del estómago de rata (Kojima y cols., 1999; Kojima y cols., 2001). 

 El nombre de ghrelina se basa en la raíz ghre-, utilizada en las lenguas indo-

europeas para crecer, en referencia a su capacidad para estimular la liberación de GH. 

 

4.2.1. Estructura de la ghrelina 

 La ghrelina es un péptido acilado de 28 aminoácidos, con un peso molecular de 

3,3 KDa. Es producido principalmente en las células oxínticas de la mucosa del 

estómago (Kojima y cols., 1999; Nakazato y cols., 2001; Van der Lely y cols., 2004), aunque 

posteriormente se ha confirmado su expresión en multitud de tipos celulares, tanto en el 

cerebro como en los tejidos periféricos, como hipotálamo, hipófisis, placenta, pulmón, 

riñón o testículos (Kojima y cols., 1999; Caminos y cols., 2003; Korbonits y cols., 2004; Van der 

Lely y cols., 2004).  

El gen de la ghrelina (GHRL) se localiza en humanos en el cromosoma 3q25-26 y 

está compuesto por 5 exones y 3 intrones, cuya transcripción da lugar a un 

prepropéptido de 117 aminoácidos, que contiene un péptido señal de 23 aminoácidos y 

la proghrelina, un péptido de 94 aminoácidos que tras ser proteolizado da lugar a la 

ghrelina (Kojima y cols., 1999; Tanaka y cols., 2001) (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estructura del gen de la ghrelina y sus productos transcripcionales. 

  

La ghrelina se presenta en forma acilada y desacilada, en función de la presencia o 

no de una n-octanoilación en el residuo 3 de serina (Bednarek y cols., 2000), responsable 

del efecto estimulador de la ghrelina en la secreción de GH en la hipófisis (Kojima y cols., 

1999; Muccioli y cols., 2002). Aproximadamente del 2 al 20% de la ghrelina total circulante 
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en plasma se encuentra en forma acilada (Hosoda y cols., 2000a; Akamizu y cols., 2005; Nishi y 

cols., 2005; Sato y cols., 2005) debido a que la vida media de la ghrelina acilada es más corta 

que la ghrelina desacilada, ya que se metaboliza y pierde su grupo octanoico 

rápidamente en la circulación (Akamizu y cols., 2005). La enzima ghrelina O-

aciltransferasa (GOAT) es la responsable de la octanoilación de la ghrelina, la cual 

parece ser necesaria para sus acciones vía el receptor GHS-R1a (Gutierrez y cols., 2008; 

Yang y cols., 2008) y parece mediar la acción que ejerce la ghrelina sobre el metabolismo 

de la glucosa (Delhanty y van der Lely, 2011; Heppner y cols., 2011) (Figura 12). Tanto en la 

sangre como en el estómago existen enzimas desacilasas, esterasas que eliminan el 

ácido octanóico de la ghrelina para desacilarla (Salehi y cols., 2004; Qader y cols., 2008).                  

 

 
 

 

Figura 12. Estructura de la ghrelina en su forma octanoilada en la serina 3 y en su forma 

desoctanoilada. Esquema del proceso de acilación y desacilación de la ghrelina circulante. 

 

 

4.2.2. Los receptores de la ghrelina 

Los receptores de los secretagogos de GH pertenecen a la familia de receptores 

acoplados a proteínas G, con 7 dominios transmembrana (Howard y cols., 1996). Se han 

identificado dos tipos de ADNc de GHS-R, resultado del procesamiento alternativo del 

gen y que dan lugar a las isoformas del receptor 1a (GHS-R1a), de 366 aminoácidos, 7 

regiones transmembrana y una masa molecular de 41 kDa; y a la isoforma 1b (GHS-

R1b), constituída por 289 aminoácidos y 5 regiones transmembrana. 

 El receptor GHS-R1a se expresa predominantemente en el hipotálamo y la 

hipófisis, consistente con las acciones de la ghrelina sobre el control del apetito, la 
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ingesta y el balance energético. Asimismo, este receptor se expresa en otras áreas del 

SNC implicadas en los ritmos biológicos, en memoria y aprendizaje como en el 

hipocampo, en el área tegmental ventral o en el córtex pirifome (Van der Lely y cols., 

2004). En menor proporción se expresa en múltiples órganos periféricos como en la 

glándula tiroides, páncreas, bazo, miocardio y glándula suprarrenal (Howard y cols., 1996). 

La actividad biológica de la isoforma 1b del receptor de ghrelina no está bien 

determinada (McKee y cols., 1997), aunque se ha encontrado su sobreexpresión en 

hiperplasias benignas de próstata (Cassoni y cols., 2004), en tumores adrenocorticales 

(Barzon y cols., 2005) y en hueso humano y osteoblastos (Delhanty y cols., 2006), sin 

detección de la isoforma GHS-R1a. 

En los últimos años, la idea de que la ghrelina podría realizar sus acciones a través 

de otros subtipos o familias de receptores diferentes ha ido ganando importancia. 

Además, se ha descubierto que los GHS-R se activan en respuesta a otros ligandos, 

como la des-Gln14-ghrelina (Hosoda y cols., 2000b), la adenosina y la cortistatina 

(Deghenghi y cols., 2001; Gauna y van der Lely, 2005). 

 

4.2.3. Funciones de la ghrelina 

Dada la presencia del GHS-R en diversos tejidos es esperable que la ghrelina 

ejerza diferentes funciones. En la periferia, se sabe que tiene efectos sobre múltiples 

sistemas; sin embargo, son muy destacables sus funciones centrales. 

La ghrelina actúa sobre el metabolismo y el balance energético, ejerciendo un 

efecto estimulador de la ingesta (Nakazato y cols., 2001; Shintani y cols., 2001; Toshinai y cols., 

2003) y un efecto reductor del gasto energético, que tienen como consecuencia final un 

incremento en la ganancia de peso corporal (Tschöp y cols., 2000; Nakazato y cols., 2001) 

independiente de GH (Tschöp y cols., 2000), para lo cual induce la actividad neuronal en 

áreas del hipotálamo relacionadas con la regulación de la homeostasis energética. Los 

niveles plasmáticos de ghrelina están correlacionados negativamente con el porcentaje 

de grasa y peso corporal, encontrándose disminuídos en individuos obesos (Tschöp y 

cols., 2001; Soriano-Guillén y cols., 2004; Martos-Moreno y cols., 2011) e incrementados en 

individuos anoréxicos (Shiiya y cols., 2002; Soriano-Guillén y cols., 2004). Igualmente varían 

en función del estado nutricional del organismo. En roedores, los niveles circulantes de 

esta hormona se incrementan en condiciones de ayuno, volviendo a su estado basal tras 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soriano-Guill%C3%A9n%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martos-Moreno%20GA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soriano-Guill%C3%A9n%20L%22%5BAuthor%5D
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la ingesta (Tschöp y cols., 2001). La administración periférica e icv de ghrelina favorece un 

incremento de la ingesta y altera el cociente respiratorio hacia una mayor utilización de 

carbohidratos sobre las grasas, favoreciendo igualmente un aumento de volumen de 

tejido adiposo (Tschöp y cols., 2000). Esta hormona también genera efectos a largo plazo 

sobre el peso, ya que favorece la adipogénesis (Tschöp y cols., 2000) y la hipertrofia del 

tejido adiposo (Granado y cols., 2010). La ghrelina es capaz de modular la actividad del 

AMPK, enzima clave en la regulación de la homeostasis energética. Aunque su 

mecanismo no es del todo conocido, se sabe que la ghrelina y los GHSs promueven la 

activación de esta proteína en el hipotálamo, incrementando el apetito (Andersson y cols., 

2004). 

Una vez es secretada por el estómago, la ghrelina accede a través de la BHE al 

núcleo ARC del hipotálamo, donde actúa sobre las neuronas NPY/AgRP (Hewson y 

Dickson, 2000; Nakazato y cols., 2001; Wang y cols., 2002), incrementando la expresión de 

estos neuropéptidos. Estudios electrofisiológicos han demostrado que la ghrelina puede 

activar las neuronas NPY/AgRP a la vez que reduce la actividad de las neuronas POMC 

(Cowley y cols., 2003). Además, Cowley y colaboradores demostraron que existe expresión 

de la ghrelina en una población de neuronas adyacente al tercer ventrículo cerebral que 

envía proyecciones a las neuronas NPY, AgRP y POMC, estimulando la actividad de 

las neuronas orexigénicas e inhibiendo la de las anorexigénicas. Esta regulación está 

mediada por la acción de la AMPK, enzima clave en la regulación del balance 

energético de las células, detectando la concentración de AMP/ATP en el citoplasma 

(Kola y cols., 2006), e integrando las señales de los tejidos periféricos y el hipotálamo en 

respuesta a las concentraciones hormonales y los nutrientes (Long y Zierath, 2006). 

También se ha demostrado que la ghrelina activa la óxido nítrico-sintasa en el 

hipotálamo dando lugar a un incremento del apetito (Gaskin y cols., 2003). 

La ghrelina también se expresa en páncreas (Dezaki y cols., 2008), regulando la 

función pancreática mediante el control de la liberación de insulina y glucagón. La 

capacidad de la ghrelina de regular el metabolismo de la glucosa a través de la insulina 

es otro mecanismo esencial a través del cual la media la homeostasis energética. Por 

tanto, la ghrelina regula la homeostasis energética, interviniendo en el metabolismo 

glucídico y modulando los circuitos hipotalámicos (Tschöp y cols., 2000; Van der Lely y 

cols., 2004; Patel y cols., 2006).  
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Además de participar en el control de la homeostasis energética, se sabe que la 

ghrelina actúa sobre múltiples sistemas periféricos y, continuamente, se le van 

atribuyendo nuevas funciones. Controla la motilidad y secreción gástricas, modula el eje 

gonadotrófico integrando las señales reproductoras y homeostáticas, tiene efectos sobre 

la respuesta inmune, acciones sobre el sistema cardiovascular y sobre el metabolismo 

energético en el hígado y músculo (Wren Ay cols., 2000; Muccioli y cols., 2007).  Asimismo, 

la ghrelina incrementa la síntesis de GH en las células somatotrofas y estimula su 

secreción tanto en animales como en humanos (Kojima y cols., 1999). También ejerce 

efecto sobre la supervivencia celular y la remodelación sináptica (Frago y cols., 2002; 

Frago y cols., 2005; Chen, Xing y cols., 2011). 

Aunque inicialmente se pensó que la forma no acilada de la ghrelina era inactiva, 

actualmente se sabe que ejerce diferentes funciones, probablemente a través de su 

interacción con otras isoformas del GHSR o con otros receptores aún desconocidos 

(Asakawa y cols., 2005; Chen y cols., 2005; Gauna y van der Lely, 2005). Cada vez está más 

aceptado que la forma desacilada de esta hormona ejerce un papel sobre balance 

energético (Asakawa y cols., 2005; Zhang y cols., 2005). Además, se ha observado que ejerce 

otras acciones biológicas no endocrinas, participando en la proliferación y el 

metabolismo de cardiomiocitos, adipocitos, miocitos y mielocitos (Bedendi y cols., 2003; 

Cassoni y cols., 2004; Muccioli y cols., 2004; Thompson y cols., 2004; Filigheddu y cols., 2007).    

 

A pesar del amplio conocimiento sobre esta hormona, aún se sabe poco acerca de 

su efecto sobre los astrocitos. Estas células gliales expresan receptores para la ghrelina 

(Dixit y cols., 2006), pero se desconoce su función fisiológica. 
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Los astrocitos hipotalámicos desempeñan una función relevante en la 

adaptación del organismo a cambios nutricionales, respondiendo a señales 

metabólicas como la leptina y la ghrelina.
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Objetivo 1. Analizar el posible dimorfismo sexual en la respuesta 

metabólica a la malnutrición neonatal, así como a la introducción de una 

dieta rica en sacarosa en la etapa adulta. 

 

Objetivo 2. Comparar el efecto de la sobrenutrición neonatal sobre el 

metabolismo en respuesta a una dieta rica en sacarosa introducida en la 

etapa adulta y en respuesta a una dieta rica en sacarosa desde el destete.  

 

Objetivo 3. Estudiar el efecto central de la sobrenutrición neonatal y de 

una dieta rica en sacarosa, analizando los cambios en los transportadores de 

glucosa y de glutamato en los astrocitos hipotalámicos.  

 

Objetivo 4. Investigar el efecto de la ghrelina y la leptina sobre los 

transportadores de glucosa y de glutamato en el hipotálamo. 
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1. MODELOS EXPERIMENTALES 

1.1. Modelos de experimentación in vivo 

Todos los experimentos se han realizado de acuerdo con las Normas de Ética en 

Investigación con Animales dictadas por la Unión Europea y todos los estudios fueron 

aprobados por el comité ético local (Real Decreto 1201/2005, Boletín Oficial del Estado 

nº 252). En todos ellos se procuró utilizar el menor número de animales.  

Se emplearon ratas Wistar alimentadas con una dieta estándar ad libitum 

suministrada por Panlab (Barcelona, España), que contenía 16,1% de proteínas, 3,1% de 

grasas, 60% de carbohidratos y 2,9 kilocalorías/gramo (Kcal/g). Las ratas se 

mantuvieron en condiciones constantes de luz (ciclos de 12 horas de luz-oscuridad) y 

temperatura (22-24 ºC). En los modelos experimentales de infusión crónica de ghrelina 

y leptina intracerebroventricular (icv) y en el primer experimento de modificación del 

tamaño de camada se emplearon ratas procedentes de Harlan (Harlan Interfauna Ibérica 

S.A., Barcelona, España) y se mantuvieron y sacrificaron en el animalario de la 

Universidad Complutense de Madrid. En los siguientes experimentos de modificación 

del tamaño de camada así como en el modelo de ayuno se utilizaron ratas criadas y 

mantenidas en el animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Córdoba.  

   

1.1.1. Modificación del tamaño de camada durante el periodo de lactancia   

 En los siguientes experimentos se alteró la disponibilidad de nutrientes durante el 

período de lactancia mediante la modificación del tamaño de la camada durante este 

período, desde el nacimiento hasta el destete, el día postnatal 21. Para ello, en el primer 

experimento realizado, en el día de nacimiento las camadas se ajustaron a un total de 4, 

12 ó 20 crías por madre (4CM, 12CM ó 20CM, respectivamente), realizándose cross-

fostering, con el mismo número de machos y hembras en cada camada. En los 

experimentos posteriores se generaron camadas de 4 ó 12 crías con el mismo número de 

machos y hembras, centrando el análisis en el estudio de la sobrenutrición neonatal  en 

machos. Esta organización en camadas se mantuvo hasta el momento del destete. De 

este modo, las crías procedentes de las camadas de menor tamaño (4CM) tuvieron una 

mayor disponibilidad de nutrientes y las procedentes de camadas de mayor tamaño 

(20CM) tuvieron una menor disponibilidad de nutrientes durante la lactancia con 

respecto a las crías procedentes de camadas control (12CM).  
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 Posteriormente, a las ratas se les administró una dieta rica en sacarosa, consistente 

en una solución de sacarosa al 33% en agua, junto a su comida normal de rata. Para ello 

se empleó azúcar blanco de la marca comercial Azucarera (4 Kcal/g). 

 

1.1.1A. Efecto del sexo en la respuesta a la sobrenutrición y malnutrición neonatal y 

a una dieta rica en sacarosa 

 En este experimento (Figura 13) se emplearon ratas Wistar macho y hembra. Las 

camadas fueron organizadas el día de nacimiento en 4, 12 ó 20 crías/madre y el día 

postnatal 21 las crías se reorganizaron manteniendo 4 ratas/jaula, con comida y agua ad 

libitum, realizándose un control semanal de peso e ingesta. A las 8 semanas de vida, a la 

mitad de los animales se les suministró una dieta rica en carbohidratos, sustituyéndose 

el agua de los biberones por una solución de sacarosa al 33%. De este modo los grupos 

que surgieron fueron los representados en la Tabla 2.  

 

 
MACHOS HEMBRAS 

Agua Sacarosa Agua Sacarosa 

4 Crías/Madre 4CM (n=8) 4CMS (n=8) 4CM (n=8) 4CMS (n=8) 

12 Crías/Madre 12CM (n=6) 12CMS (n=6) 12CM (n=6) 12CMS (n=6) 

20 Crías/Madre 20CM (n=10) 12CMS (n=10) 12CM (n=10) 12CMS (n=10) 

Tabla 2. Grupos experimentales del modelo experimental de sobrenutrición y malnutrición 

neonatal y una dieta rica en sacarosa durante 2 semanas en la etapa adulta (Apartado 1.1.1A). CM: 

crías/madre; n: número animales/grupo; S: Sacarosa. 

 

  

 A todos los animales se les mantuvo con comida y bebida ad libitum, 

realizándose un control semanal del peso y determinándose la ingesta y la bebida diarias 

una vez por semana hasta el día postnatal 70 (10 semanas de vida), momento en el que 

se sacrificaron mediante decapitación con una guillotina, entre la primera y segunda 

vértebras cervicales, entre las 9 y las 11 de la mañana. Se recogió sangre del tronco, que 

se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 hora y se centrifugó a 5000 rpm 

durante 5 minutos a 4 ºC para separar el suero, que se recolectó y se guardó a -80 ºC 

hasta su utilización. En estas ratas se analizaron los niveles séricos de diferentes 

hormonas implicadas en el metabolismo, así como las variaciones de peso, ingesta y 

bebida entre los diferentes grupos. 
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Figura 13. Figura representativa del modelo experimental de sobrenutrición y malnutrición 

neonatal y una dieta rica en sacarosa durante 2 semanas en la etapa adulta (Apartado 1.1.1A). 

 

 

1.1.1B. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de una dieta rica en sacarosa en ratas 

macho 

 Para profundizar en el estudio del efecto de la sobrenutrición neonatal y de la 

ingesta de una dieta rica en sacarosa se realizaron varios experimentos con camadas de 

4 y 12 crías, utilizando sólo las ratas macho para los estudios, ya que el efecto 

observado en este sexo era mayor y porque, además, en el caso de las hembras, existía 

una mayor variabilidad en los niveles de hormonas metabólicas, lo que podía ser debido 

a los cambios estrales de las mismas.  

 En este experimento se comparó la respuesta de la ingesta de una dieta rica en 

sacarosa durante dos semanas en la edad adulta y una dieta rica en sacarosa durante dos 

meses desde el destete en ratas sobrenutridas durante el período neonatal y ratas control. 

Tras el destete de ratas macho mantenidas en camadas de 4 y 12 crías, las ratas se 

reorganizaron manteniendo 4 ratas /jaula y se separaron en 2 subgrupos en función del 

momento en el que se introdujo la dieta rica en sacarosa. 

 

1.1.1B1. Dieta rica en sacarosa 1: Dos semanas de dieta rica en sacarosa, desde el día 

postnatal 60 hasta el sacrificio (día postnatal 75)  

 Hasta el día postnatal 60 las ratas se alimentaron con comida normal de rata y 

agua ad libitum. En ese momento, a la mitad de las ratas se les sustituyó el agua por la 

solución de sacarosa al 33%. Se mantuvieron con comida y bebida ad libitum hasta el 

momento de sacrificio por decapitación el día postnatal 75, tras 12 horas de ayuno 

(Figura 14).  
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Figura 14. Figura representativa del modelo experimental de sobrenutrición neonatal y una dieta 

rica en sacarosa de 2 semanas en la etapa adulta en machos (Apartado 1.1.1B1). 

 

 

 

Esto resultó en los grupos experimentales mostrados en la tabla 3. 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Grupos experimentales del modelo experimental de sobrenutrición neonatal y una dieta 

rica en sacarosa de 2 semanas en la etapa adulta en machos (Apartado 1.1.1B1). CM: crías/madre; 

n: número animales/grupo; S: Sacarosa. 

 

1.1.1B2. Dieta rica en sacarosa 2: Dos meses de dieta rica en sacarosa, desde el  

destete (día postnatal 21) hasta el sacrificio (día postnatal 75)  

Desde el momento del destete de ratas macho de camadas de 4 ó 12 crías, a la 

mitad de las ratas se les administró una solución de sacarosa al 33% en vez de agua. Se 

mantuvieron desde este momento y hasta el sacrificio (PND 75) con comida y bebida ad 

libitum. A cuatro ratas por grupo se les perfundió transcardialmente y el resto se 

sacrificaron por decapitación tras 12 horas de ayuno (Figura 15).   

 

 

MACHOS Agua Sacarosa 

4 Crías/Madre 4CM (n=8) 4CMS (n=8) 

12 Crías/Madre 12CM (n=12) 12CMS (n=12) 
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Figura 15. Figura representativa del modelo experimental de sobrenutrición neonatal y una dieta 

rica en sacarosa durante 2 meses en machos (Apartado 1.1.1B2). 

 

Esto resultó en los grupos experimentales mostrados en la tabla 4.  

 

 

 

 

Tabla 4. Grupos experimentales del modelo experimental de sobrenutrición neonatal y una dieta 

rica en sacarosa durante 2 meses en machos (Apartado 1.1.1B2). CM: crías/madre; n: número 

animales/grupo; S: Sacarosa. 

 

En ambos grupos las ratas se pesaron semanalmente y se determinó la ingesta 

diaria una vez por semana desde el destete hasta el sacrificio. Una vez que comenzó el 

tratamiento con sacarosa, también se controló la cantidad diaria de líquido ingerido. 

Se  recogieron los cerebros, el tejido adiposo subcutáneo y visceral y el músculo 

sóleo. Los tejidos se pesaron y se congelaron en hielo seco para posteriormente 

almacenarse a -80 ºC hasta su procesamiento. En el caso de las perfusiones, los cerebros 

se mantuvieron en solución fijadora durante 24 horas y, tras ser lavados con PB, se 

mantuvieron a -20 ºC en solución crioprotectora, hasta su posterior utilización. Se 

recogió sangre del tronco, que se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 hora y 

se centrifugó a 5000 rpm durante 5 minutos a 4 ºC para separar el suero, que se 

recolectó y se guardó a -80 ºC hasta su utilización.  Se realizaron análisis de diferentes 

proteínas y ARNm en el hipotálamo por Western blotting (WB) y RT-PCR, 

respectivamente. Los cerebros perfundidos se utilizaron para realizar la 

inmunohistoquímica de GFAP y la grasa visceral fue utilizada para realizar una tinción 

con hematoxilina-eosina y realizar el análisis de la morfología de los adipocitos. 

 

MACHOS Agua Sacarosa 

4 Crías/Madre 4CM (n= 16) 4CMS (n= 12) 

12 Crías/Madre 12CM (n= 24) 12CMS (n= 24) 
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1.1.2. Tratamiento central y crónico de ghrelina o leptina 

Para la realización de ambos experimentos se emplearon ratas Wistar macho, 

adultos jóvenes, de 250 gramos aproximadamente (experimento ghrelina: n= 12 /grupo; 

experimento leptina: n= 6 /grupo). 

Tras dos semanas de acondicionamiento en el animalario, las ratas se anestesiaron 

para la implantación de minibombas osmóticas. Las ratas se anestesiaron con una 

solución de ketamina (0,08 ml/100g de peso de la rata) (Imalgène 1000. Merial. Lyon, 

Francia) y xilacina (0,04 ml/100g de peso de la rata) (Rompun. Bayer. Kiel, Alemania) 

por inyección intraperitoneal. Las minibombas se colocaron mediante el empleo de un 

estereotáxico Kopft, colocando la barra de los dientes incisivos en la posición de -3,5 

mm. Después de rasurar y limpiar la zona con etanol, se realizó una incisión con bisturí 

en el cuero cabelludo y se practicó una trepanación longitudinal en el cráneo con una 

broca, implantándose el infusor de la minibomba en el ventrículo lateral de acuerdo a 

las coordenadas estereotáxicas del atlas de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1986): 

0,08 mm posterior y 0,16 mm lateral al Bregma. Tras la apertura de un canal subcutáneo 

en la zona superior de la espalda se colocó la minibomba con unas pinzas de 

hemostasia. Seguidamente se desplazó la cánula de la bomba de forma que el infusor de 

la misma quedara en contacto con el orificio hecho en el cráneo. Finalmente, se añadió 

cemento dental para evitar el desplazamiento del infusor y se suturó la piel de la cabeza 

con seda trenzada. La bomba empleada fue una mini-bomba osmótica procedente de 

Alzet Durect Co. (Cupertino, CA, Estados Unidos), que tenía una velocidad de infusión 

de 12 μl/día. Las minibombas infundían 5 g/día de ghrelina (Anaspec, Inc., San José, 

CA, Estados Unidos), 15 g/día de leptina (Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, 

Estados Unidos) o de salino (control). El tratamiento se prolongó 14 días, durante los 

cuales se realizó un seguimiento diario del peso y de la ingesta. El día 14 de tratamiento 

las ratas se sacrificaron por decapitación, procediendo de la misma manera que en los 

experimentos anteriormente descritos (Figura 16).  

En el experimento de administración central y crónica de ghrelina se realizaron 

dos grupos de ratas tratadas con ghrelina, un grupo con acceso a la comida ad libitum y 

otro sometido a una restricción de la ingesta, limitándola a la cantidad consumida por 

los controles, denominado grupo ghrelina pair-fed. 
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Los cerebros se extrajeron y congelaron en hielo seco para posteriormente 

almacenarse a -80 ºC hasta su procesamiento. Igualmente, se recogió sangre del tronco, 

que se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 hora y se centrifugó a 5000 rpm 

durante 5 minutos a 4 ºC para separar el suero, que se recolectó y guardó a -80 ºC hasta 

su utilización. 

 

 

Figura 16. Figura representativa de los modelos experimentales de tratamiento central y crónico 

con vehículo, ghrelina o leptina. 

 

 

1.1.3. Tratamiento central y agudo de ghrelina  

La implantación de las cánulas icv se realizó del mismo modo descrito 

anteriormente, salvo que en este caso sólo se implantaron las cánulas, por lo que no fue 

necesaria la apertura del canal subcutáneo en la zona superior de la espalda, sino que 

tras realizar el orificio en el cráneo éste se selló, dejando el infusor de la cánula en el 

exterior, para poder acceder a él y realizar los tratamientos. Tras la operación, se 

mantuvo a las ratas durante 24 horas en jaulas individuales para favorecer su 

recuperación. Posteriormente se les administró 7 µl del tratamiento mediante una 

microjeringa de Hamilton Co (Reno, NV, Estados Unidos), resultando en un grupo 

control (n= 12), al que se le inyectó solución salina icv, y un grupo tratado con ghrelina 

(0,4 µg/µl; n= 12). Una hora después de la administración los animales se sacrificaron 

por decapitación, determinando el peso y los niveles de glucemia en el momento de la 

administración del tratamiento y en el momento del sacrificio. El suero y el cerebro 

fueron extraídos y almacenados hasta su utilización (Figura 17). 
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Figura 17. Figura representativa del modelo experimental de tratamiento central y agudo con 

ghrelina. 

 

 

1.1.4. Experimento de ayuno 

Para generar cambios fisiológicos en los niveles de hormonas metabólicas se 

realizó un experimento de ayuno. La comida fue retirada de las jaulas de ratas Wistar 

macho adultas, las cuales fueron sacrificadas 12 ó 24 horas después de la retirada del 

pienso. El grupo control tuvo comida ad libitum hasta el momento del sacrificio. Un 

total de 12 ratas por grupo fueron sacrificadas por decapitación (Figura 18). Se 

recogieron los cerebros, que se congelaron en hielo seco, para posteriormente 

almacenarse a -80 ºC hasta su procesamiento, y sangre del tronco, que se dejó reposar a 

temperatura ambiente durante 1 hora y se centrifugó a 5000 rpm durante 5 minutos a 4 

ºC para separar el suero, que se recolectó y se guardó a -80 ºC hasta su utilización. 

 

 

 
 

Figura 18. Figura representativa del modelo experimental de ayuno. 
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1.2. Modelos de experimentación in vitro 

Para los cultivos celulares los materiales se adquirieron en Falcon (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) y los medios de cultivo en Gibco 

(Invitrogen Co., Auckland, Nueva Zelanda).  

 

1.2.1. Cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos  

 Se realizaron cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos procedentes de ratas 

Wistar macho, criadas en el animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Complutense de Madrid. 

 Las ratas se sacrificaron el día postnatal 2 por decapitación. El cerebro se extrajo 

en condiciones de esterilidad y se conservó en DMEM F-12, conteniendo suero fetal 

bovino (FBS) 10% (Linus, Madrid, España) y antibióticos 1% (penicilina-

estreptomicina) (Gibco). Los hipotálamos se extrajeron y conservaron en un medio bajo 

en suero (DMEM F-12 + 1% de antibióticos, sin FBS). Posteriormente, fueron 

disgregados mediante pipetas Pasteur, previamente esterilizadas. Una vez se 

homogeneizaron los hipotálamos, se centrifugaron durante 7 minutos a 1000 rpm y el 

pellet obtenido se resuspendió en DMEM F-12 + FBS 10% + antibióticos 1%, 

utilizando 1 ml de medio por hipotálamo. Posteriormente las células se sembraron en 

flask de 75 cm
3 

añadiendo medio de cultivo en proporción 1:10. Los flask se 

conservaron en un incubador bajo las condiciones de 37 ºC y 5% de CO2 - 95% de aire 

humidificado, cambiándose el medio de cultivo cada 3 días. Cuando alcanzaron una 

confluencia del 90% los flask se sometieron a una agitación de 280 rpm, a 37 ºC durante 

6 horas en un incubador (SI-300, Jeoi Tech, Medline Scientific, Oxon, Reino Unido), 

para eliminar la microglía y los oligodendrocitos, quedando adheridos en el flask 

mayoritariamente los astrocitos. Tras eliminar el medio, se procedió a lavar las células 

dos veces con tampón fosfato salino (PBS) y se suspendieron añadiendo a cada flask 1 

ml tripsina 0,05% - ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,02% (Biochrom AG, 

Berlín, Alemania), con 2 minutos de incubación a 37ºC. Después de levantar las células, 

se neutralizó la tripsina añadiendo medio de cultivo DMEN F-12 + FBS 10% + Ab 1% 

(proporción 1:10). Tras resuspender las células con la pipeta, se recogieron en un tubo y 

se centrifugaron durante 5 minutos a 1150 rpm. El pellet obtenido se resuspendió en 1 

ml de DMEN F-12 + FBS 10% + Ab 1%. 
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 Para determinar la concentración de células se utilizó la cámara de Neubauer y se 

procedió a sembrarlas en placas de poliestireno previamente tratadas con 10 µg/ml de 

poli-L-lisina (Sigma) para mejorar la adherencia de las células a la placa. Para los 

estudios por WB se utilizaron placas de 60 x 15 mm (p60), sembrando 4,35 x 10
5 

células/placa. Para los estudios por RT-PCR se emplearon placas de 100 x 20 mm, 

sembrando 10
6
 células/placa. Para los estudios de inmunofluorescencia se emplearon 

placas de 24 pocillos, sembrando 2 x 10
4
 células/pocillo. Las células se dejaron crecer 

durante 24 horas en medio DMEN F-12 + FBS 10% + Ab 1%. Posteriormente, se 

lavaron 2 veces con PBS para eliminar cualquier resto del medio anterior, añadiendo 

finalmente DMEM F-12 + antibióticos 1% (sin FBS). Veinticuatro horas después se 

retiró el medio y se añadieron los tratamientos, preparados en DMEM F-12 + 

antibióticos 1%  (2 ml para las placas p60, 5 ml para las p100 y 1 ml para cada pocillo 

de las p24) (Figura 19). 

 

Tratamientos  

Los tratamientos realizados sobre estas células fueron los que siguen:  

a) Ghrelina: Las células se trataron con ghrelina de rata, 331,32 ng/ml (100 nM) 

(Anaspec) o vehículo durante 24 horas. 

b) Leptina: Las células se trataron con leptina de rata, 100 ng/ml, (National 

Hormone & Pituitary Program) o vehículo durante 24 horas.  

Para determinar la dosis a emplear de ambas hormonas y el tiempo de exposición 

a las mismas, se realizó una curva dosis-tiempo/respuesta. 

  

 

Figura 19. Figura representativa del modelo experimentales in vitro en cultivos primarios de 

astrocitos hipotalámicos.  
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1.2.2. Cultivos de la línea celular RCA-6 

 Se empleó la línea de neuronas RCA-6, que son neuronas hipotalámicas fetales de 

rata, transformada con virus SV40, cedida por el Dr. I. Torres-Alemán (Instituto Cajal, 

Madrid, España).  

Los cultivos se mantuvieron en placas de poliestireno p100 con medio Dulbecco 

modificado por Eagle (DMEM) con 4,5 g/l de D-glucosa, sin rojo fenol, suplementado 

con suero fetal bovino (FBS) 10% (Linus, Cultek SLU, Madrid, España), penicilina 100 

U/ml, estreptomicina 100 μg/ml y L-glutamina 2 mM, en incubador a unas condiciones 

de 37 ºC y 5% de CO2 - 95% de aire humidificado  (Rasmussen y cols., 1990).  

 Para los experimentos, las células que crecieron en p100, cuando alcanzaron la 

confluencia del 80% se suspendieron utilizando 1 ml tripsina 0,05% - EDTA 0,02% y se 

sembraron en placas p60 (2 x 10
5
 células/ placa), permitiendo su expansión durante 72 

horas en medio de crecimiento. A continuación, se diferenciaron durante 48 horas en 

DMEM F-12 suplementado con 1,2 g/l de NaHCO3, HEPES 15 mM y L-glutamina 

2mM, sin rojo fenol, al que se añadieron los siguientes factores específicos: transferrina 

0.1 mg/ml, putrescina 10
-5

 M, progesterona 10
-8

 M, corticosterona 10
-7

 M, 3,3‟,5‟-

triiodo-L-tironina sódica 10
-5

 M, ácido araquidónico 1 μg/ml y selenito sódico 2x10
-8

 M 

(Rasmussen y cols., 1990) (Figura 20). 

 

Tratamientos  

Los tratamientos utilizados en esta línea celular fueron los que siguen:  

a) Ghrelina: las células se trataron con ghrelina de rata, 165,6 ng/ml (50 nM) 

(Anaspec) o vehículo durante 24 horas.  

b) Leptina: las células fueron tratadas con leptina de rata, 10 ng/ml (National 

Hormone & Pituitary Program) o vehículo durante 24 horas. 

 

Para determinar la dosis a emplear de ambas hormonas y el tiempo de exposición 

a las mismas, se realizó una curva dosis-tiempo/respuesta. 
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Figura 20. Figura representativa del modelo experimental in vitro en la línea neuronal hipotalámica 

de rata RCA-6. 

 

 

 

1.2.3. Cultivos de la línea celular C6 

 Se empleó la línea celular de astrocitoma de rata C6, originalmente derivada de un 

tumor cerebral de rata inducido por N-nitrosometilurea (Benda y cols., 1968), cedida por el 

Dr. Luis Miguel García Segura (Instituto Cajal, Madrid, España).  

Los cultivos se mantuvieron en placas de poliestireno p100 con medio RPMI 

(Biochrom) con 2,0 g/l de NaHCO3, sin rojo fenol, suplementado con FBS 10% (Linus, 

Cultek SLU), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 μg/ml y L-glutamina 2 mM, en 

incubador a unas condiciones de 37 ºC y 5% de CO2 - 95% de aire humidificado  

(Rasmussen y cols., 1990). Para los experimentos, las células que crecieron en p100, 

cuando alcanzaron la confluencia del 80% se suspendieron utilizando 1 ml tripsina 

0,05% - EDTA 0,02% y se sembraron en placas p100 (2 x 10
6
 células/ placa), 

permitiendo su expansión durante 72 horas en medio de crecimiento. A continuación, se 

diferenciaron durante 48 horas en RPMI suplementado con 2,0 g/l de NaHCO3, 

penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 μg/ml, L-glutamina 2mM, APMc 100mM, sin 

rojo fenol y sin suplementarlo con FBS, para, posteriormente, proceder a los 

tratamientos (Figura 21). 

 

Tratamientos  

Los tratamientos utilizados en esta línea celular fueron los que siguen:  

a) Ghrelina: las células se trataron con ghrelina de rata, 331,2 ng/ml (100 nM) 

(Anaspec) o vehículo durante 24 horas.  
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b) Leptina: las células fueron tratadas con leptina de rata, 100 ng/ml (National 

Hormone & Pituitary Program) o vehículo durante 24 horas. 

 

 Para determinar la dosis a emplear de ambas hormonas y el tiempo de exposición 

a las mismas, se realizó una curva dosis-tiempo/respuesta. 

 

 
Figura 21. Figura representativa del modelo experimental in vitro en la línea celular de astrocitoma 

de rata, C6. 

 

 

2. TÉCNICAS EXPERIMENTALES 

Los reactivos generales, de grado analítico, fueron de Merck KGaA (Darmstadt, 

Alemania) o Sigma-Aldrich, Inc. (Saint Louis, MO, Estados Unidos), salvo los que se 

indican a continuación.   

 

2.1. Perfusión transcardial 

 La fijación de los tejidos in vivo se realizó mediante perfusión transcardial. Las 

ratas recibieron anestesia con una inyección intraperitoneal de pentobarbital (1mg/kg) 

(Braun Vetcare, Barcelona. España) y se perfundieron por vía transcardial con una 

solución de paraformaldehído al 4% en PB pH 7,4, mediante el uso de una bomba de 

perfusión (Easy-Load. Masterflex. IL, Estados Unidos).  

 Posteriormente, se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en la solución de 

fijación durante 24 horas a 4 ºC. Tras 3 lavados con PB, los cerebros perfundidos se 

conservaron a -20 ºC en una solución crioprotectora (30% sacarosa, 30% etilen-glicol, 

en PB) hasta su posterior utilización.  
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2.2. Disección del hipotálamo  

Para los estudios de WB o PCR en tiempo real, el hipotálamo se diseccionó 

realizando varios cortes (Glowinski e Iversen, 1966): 

 Corte posterior al hipotálamo y anterior a los cuerpos mamilares, eliminando el 

rombencéfalo. 

 Dos cortes sagitales  que delimitan los laterales del hipotálamo. 

 Corte anterior al hipotálamo, a la altura del quiasma óptico. 

 Corte dorsal a la altura de la comisura anterior. 

 

2.3. Análisis proteico 

2.3.1. Obtención de la fracción proteica total  

Obtención de la fracción proteica total de los hipotálamos 

Para el análisis por Western Blotting, una vez extraídos los hipotálamos se 

homogenizaron en 500 l de tampón de lisis: tampón fosfato sódico (0.1 M, pH 

7.4) con Triton X-100 1 %, dodecil sulfato sódico (SDS) 0.1 %, azida sódica 0.5 %, 

EDTA 2 mM, deoxicolato sódico 0.5 %, PMSF 1 mM y un cocktail de inhibidores 

de proteasas (Roche Diagnostics, GmbH) y se incubaron 24 horas a -80 ºC. 

Posteriormente, los lisados se centrifugaron 20 minutos a 14000 rpm y 4 ºC. Los 

sobrenadantes resultantes constituyeron la fracción proteica total y se congelaron a 

-80 ºC hasta su utilización.  

 

Obtención de la fracción proteica total de los cultivos primarios de astrocitos 

hipotalámicos 

Para el análisis por WB, tras los correspondientes tratamientos realizados 

sobre las células, las placas se lavaron 2 veces con PBS. Para recoger las células se 

añadieron 200 μl de buffer de lisis en cada placa, conteniendo 25mM HEPES, 

150mM KCl, 2mM of EDTA, 0.1% Igepal, 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF), 10 µM benzamidina y leupeptina y 0.5 mM DTT. Las células se 

congelaron a -80ºC durante 24 horas. A continuación, se centrifugaron 20 minutos a 

14000 rpm y 4 ºC, recogiéndose los sobrenadantes, para posteriormente congelar a -

80 ºC durante toda la noche. Finalmente, se procedió a la liofilización de las 

muestras (Cryodos. TELSTAR. Tarragona, España), para tras 24 horas resuspender 
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el producto de la liofilización en 40 μl de agua estéril. Hasta su utilización se 

congelaron a -80 ºC.  

 

Obtención de la fracción proteica total de los cultivos de la línea neuronal 

hipotalámica RCA-6 

Tras los correspondientes tratamientos de las células, las placas p60 se 

lavaron 2 veces con PBS y a continuación se añadieron 200 l de tampón de lisis 

por placa (mismo buffer que el utilizado para la lisis de los hipotálamos). Se 

recogieron las células y se congelaron a -80 ºC durante 24 horas. Posteriormente, se 

centrifugaron 20 minutos a 14000 rpm y 4 ºC, recogiéndose los sobrenadantes, que 

constituyeron la fracción proteica total. Hasta su utilización se congelaron a -80 ºC.   

 

2.3.2.  Separación de las proteínas de membrana en la línea celular C6 

Para el aislamiento de las proteínas de la membrana plasmática se empleó el 

kit Qproteome Plasma Membrane (QIAGEN Iberia. Madrid, España) y se siguieron 

las indicaciones del fabricante, partiendo de 1 x 10
7 
células por cada columna. 

 Las células, crecidas en p100 e incubadas con los correspondientes tratamientos, se 

recogieron en 5 ml/placa p100 de PBS con raspadores. Brevemente, se lisaron las 

células mediante el buffer de lisis (administrado por el proveedor) y se 

centrifugaron durante 20 minutos a 12.000 rpm a 4 ºC para llevar a cabo su 

fraccionamiento y disrupción celular. El sobrenadante obtenido constituyó la 

fracción proteica total, de la cual se recogieron 50 μl, que se liofilizaron y 

resuspendieron en  15 μl de H2O purificada para posteriormente ser congelada y 

almacenada  a -80 ºC hasta su procesamiento. Al resto del sobrenadante, tras la 

adición de un ligando de unión aportado por el fabricante, se le añadió un 

equilibrado de cuentas magnéticas para favorecer la unión de las proteínas de 

membrana. Tras sucesivas centrifugaciones en buffer de lisis y, posteriormente, en 

tampón de lavado, se eliminaron las cuentas magnéticas, aislando las proteínas de 

membrana. Por último, se añadieron 4 volúmenes de acetona y se realizó una 

centrifugación final (10 minutos a 12.000 rpm, 4 ºC), descartando el sobrenadante y 

reconstituyendo el pellet en 15 μl de H2O2 purificada, almacenándose a -80 ºC hasta 

su posterior procesamiento. 
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Para el procesamiento de las muestras, tanto las correspondientes a la fracción 

proteica total como a las proteínas de membrana, se siguió el protocolo de análisis 

proteico mediante WB. 

 

2.3.3. Cuantificación de la concentración de proteínas  

La concentración de proteínas en las muestras se cuantificó mediante el 

método descrito por Bradford (Bradford, 1976), que se basa en el cambio del espectro 

de absorción de algunos colorantes al interaccionar con las proteínas.  

Cada muestra diluida en agua se mezcló con el reactivo de Bradford 

concentrado (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, Estados Unidos) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. La mezcla se agitó y se dejó reposar 5 minutos a 

temperatura ambiente, midiendo después su absorbancia a 595 nm con el 

espectrofotómetro Infinite M200 (TECAN, Salzburgo, Austria). La recta patrón se 

realizó con concentraciones de 0-25 g de albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma). 

 

2.3.4. Western blotting  

Para el análisis proteico de las muestras se realizaron ensayos de WB. Los 

reactivos y productos necesarios para los análisis por WB, salvo los indicados, se 

adquirieron en Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Se partió de las muestras de fracción proteica total procedentes de la lisis de 

los cultivos celulares o de los hipotálamos de las ratas. Cantidades equivalentes de 

proteína total, 20, 40 ó 60 µg, se mezclaron con volúmenes iguales de tampón 

Laemmli 2x (conteniendo Tris-HCl  1M pH 6,8, glicerol 25 %, SDS 2 % y azul de 

bromofenol 0,01 %) y se desnaturalizaron en un termoblocker (Thermomixer 

Compact. Eppendorf. Hamburgo, Alemania) durante 5 minutos a 100 ºC. Tras una 

breve centrifugación, las muestras se conservaron en hielo. Posteriormente fueron 

separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida del 8% al 12% en 

función de la proteína a estudiar, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), a 

un voltaje de 80-120 V. Una vez terminada la electroforesis, las proteínas se 

transfirieron a membranas de difluoro de polivinilo (PVDF) a 350 mA y durante 90 

minutos, para la posterior inmunodetección. La eficiencia de la transferencia se 

comprobó tiñendo las membranas con rojo Ponceau S, ya que esta solución tiñe las 

bandas de proteína de un color rojo, permitiendo comprobar si las proteínas se han 
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transferido correctamente. Para eliminar el color y desteñir las membranas se 

empleó ácido acético al 10%. Posteriormente, las membranas se bloquearon durante 

90 minutos a temperatura ambiente y en agitación en tampón de bloqueo (leche 

desnatada 5% en tampón de lavado: Tris-HCl 10 mM pH 7,4; NaCl 0,1 M, Tween 

20 0,1%). Tras el bloqueo, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 

ºC y en agitación con los anticuerpos primarios diluidos en tampón de bloqueo, 

empleando una dilución 1:1000. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 15 

minutos con tampón de lavado y se incubaron 90 minutos a temperatura ambiente 

con los anticuerpos secundarios correspondientes unidos a la peroxidasa del rábano 

(HRP), diluidos igualmente en tampón de bloqueo para finalmente lavar de nuevo 3 

veces. 

 

Los anticuerpos primarios utilizados para el WB se recogen en la tabla 5:  

 

ANTÍGENO MARCA HUÉSPED 

Actina NeoMakers Ratón 

GAPDH Anaspec Conejo 

GFAP Sigma-Aldrich Ratón 

GLAST Alpha Diagnostic Conejo 

GLT-1 Affinity BioReagents Conejo 

GLUT-1 Alpha Diagnostic Conejo 

GLUT-2 Alpha Diagnostic Conejo 

GLUT-3 Alpha Diagnostic Conejo 

GS USBiological Ratón 

PCNA Santa Cruz Ratón 

Vimentina Sigma-Aldrich Ratón 

 Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados para el Western Blotting. GAPDH: 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; GFAP: proteína acídica fibrilar glial; 

GLAST: transportador de glutamato aspartato; GLT-1: transportador de glutamato; 

GLUTs: transportadores de glucosa; GS: glutamina sintetasa; PCNA: antígeno 

nuclear de células en proliferación. Compañía de los anticuerpos: NeoMarkers 

(Fremont, CA, Estados Unidos); Anaspec (San José, CA, Estados Unidos); Alpha 

Diagnostic (San Antonio, TX, Estados Unidos); Affinity BioReagents (Golden, CO, 

Estados Unidos); USBiological (Swampscott, MA, Estados Unidos); Santa Cruz (Santa 

Cruz, CA, Estados Unidos). 
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Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anticuerpos de cabra anti-

inmunoglobulina G (IgG) de ratón o conejo, conjugados con peroxidasa de rábano 

(HRP), de Pierce Biotechnology (Rockford, IL, Estados Unidos), empleándose 

una dilución 1:2000.  

Los ensayos de WB se revelaron por quimioluminiscencia (Perkin Elmer, 

Inc., Boston, MA, Estados Unidos), sustrato de la HRP. La cuantificación 

densitométrica de las bandas de immunoreactividad se efectuó con el programa 

Kodak Gel Logic 1500 Image Analysis System and Molecular Imaging Software, 

versión 4.0 (Rochester, NY, Estados Unidos). Todas las membranas se 

rehibridaron con GAPDH para normalizar cada muestra. De este modo, todos los 

datos están normalizados con los valores de la proteína control en cada gel. En el 

análisis proteico del modelo in vivo de leptina las normalizaciones se hicieron con 

rojo Ponceau.  

 

2.4. Análisis de los ARN mensajeros  

2.4.1. Obtención y preparación del ARN total 

El ARN total se extrajo de los hipotálamos, grasa y células en cultivo 

empleando el reactivo TRIzol®  Reagent (Invitrogen) de acuerdo a las condiciones 

establecidas por el fabricante. En el caso de los cultivos celulares, tras los 

correspondientes tratamientos, las placas p100 se lavaron 2 veces con PBS y las 

células se recogieron en 1 ml de Tri-Reagent. A los hipotálamos y a la grasa se les 

añadió 1 ml de Tri-Reagent.  

Todas las muestras de ARN se trataron con ADNasaI libre de ARNasa 

(Sigma) para eliminar cualquier resto de ADN genómico. El ARN así obtenido se 

cuantificó espectrofotométricamente mediante el Nanodrop 1000, de Thermo 

Scientific.  

 

2.4.2. Ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR; quantitative Real 

Time-PCR) 

Para la síntesis de ADNc se utilizó 1μg de ARN total. Los ensayos se 

realizaron mediante kits de Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, Estados Unidos), los cuales fueron utilizados de acuerdo al 

protocolo del fabricante en un Peltier Thermal Cycler Tetrad2 (BioRad) para RT-
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PCR y se analizaron mediante un ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System 

(Applied Biosystems).  

La reacción de qRT-PCR se realizó en un volumen final de 20 μl conteniendo 

9 μl de ADNc (diluído en agua libre de ARNasa), 1 μl de 20X TaqMan Gen 

Expression Assay Mix (Applied Biosystems) y 10 μl de TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems). 

El método de CT fue utilizado para la cuantificación relativa, de acuerdo 

con las pautas del fabricante. Como control de carga utilizamos oligonucleótidos 

que hibridaban con el ADNc de GAPDH o PGK1. El análisis estadístico se realizó 

utilizando los valores de  CT.  

 

Las sondas de expresión utilizadas (Applied Biosystems) se recogen en la 

tabla 6: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Tabla 6. Sondas de expresión empleadas para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

cuantitativa en tiempo real (RT). AgRP: peptido relacionado con Agouti; CART: transcrito 

relacionado con cocaína y anfetamina; GAPDH: gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; 

GFAP: proteína acídica fibrilar glial; GLUTs: transportadores de glucosa; NPY: 

neuropéptido Y; ObR: receptor de leptina; PGK1: fosfoglicerato quinasa 1; POMC: pro-

opiomelanocortina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cebador Rn 

AgRP 01431703 

CART 00567382 

GAPDH 99999916 

GFAP 00566603 

GLUT-1 01417099 

GLUT-2 00563565 

GLUT-3 00567331 

NPY 01410145 

ObR 01433205 

Orexina 00565995 

PGK1 00821429 

POMC 00595020 
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2.5. Obtención de las secciones de tejido 

2.5.1.  Secciones de cerebros perfundidos  

Los cerebros perfundidos y conservados en solución crioprotectora se 

emplearon para el análisis inmunohistoquímico. Para ello, se realizaron cortes 

coronales del cerebro de 40 m en un vibrotomo (Leica VT1200S, Leica 

Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Alemania). Se recogieron todas las 

secciones que contenían el núcleo arcuato del hipotálamo, siguiendo el atlas 

esterotáxico del cerebro de rata de Paxinos (Paxinos y Watson, 1986). 

Los cortes fueron conservados en solución crioprotectora a -20 ºC hasta su 

posterior uso para inmunohistoquímica.  

 

2.5.2. Secciones de tejido adiposo visceral 

Las muestras de tejido adiposo visceral, congeladas a -80 ºC, se atemperaron 

a -15 ºC en la cámara del criostato (Leica, Madrid, España) durante 45 minutos.  

Una vez atemperadas, se trabajó con un bloque de tejido adiposo que se adhirió al 

porta-muestras del criostato mediante un pegamento especial que permite la 

realización de cortes de tejido a la temperatura óptima (OCT) (Tissue Tek, Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA, Estados Unidos).  

Las secciones de tejido obtenidas, de 15 m de grosor, se recogieron en 

portaobjetos (Waldeman Knittel, Alemania) previamente tratados con poli-L-lisina 

(Sigma), almacenándose a -20 ºC hasta su utilización. 

 

2.6. Inmunohistoquímica para proteína acídica fibrilar de glía (GFAP) en el 

hipotálamo 

 La inmunohistoquímica se llevó a cabo en flotación, en secciones coronales de 

cerebro de 40 µm de grosor obtenidas a partir del vibrotomo. Las incubaciones con los 

anticuerpos y los lavados se realizaron en agitación moderada, utilizando una solución 

de lavado (Triton X-100 al 0,3 % y BSA al 0,3% en PB). En primer lugar, las secciones 

se incubaron en solución de lavado con 3% de peróxido de hidrógeno y 30% de 

metanol, durante 30 minutos a temperatura ambiente para inhibir la actividad peroxidasa 

endógena del tejido. Se lavaron profusamente con solución de lavado y se incubaron 

durante dos horas a temperatura ambiente con tampón de bloqueo (tritón X-100 al 3% y 
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BSA al 3% en PB), para reducir la señal no específica. Seguidamente se incubaron 48 

horas con el anticuerpo primario que detectaba la GFAP (Sigma, 1:1000) en solución de 

lavado con un suplemento de 3% de suero de cabra (NGS). Tras el periodo de 

incubación con el anticuerpo primario, se realizaron lavados y se incubó el tejido 

durante 2 horas con el anticuerpo secundario correspondiente unido a biotina (1:1000) a 

temperatura ambiente. Seguidamente se procedió a lavar tres veces y se añadió el 

complejo de avidina-biotina peroxidada (ABC 32020; Pierce Biotechnology) diluido 

1:500 en solución de lavado con 5% de BSA. El producto de reacción de la peroxidasa 

se reveló incubando las muestras en una solución de diaminobencidina al 0,03% (DAB; 

Sigma) y peróxido de hidrógeno al 0,01% en PB. A continuación, las secciones en 

flotación fueron montadas en portaobjetos previamente cubiertos con poly-L-lisine 

hydro-bromide (50 µg/ml; Sigma) y, posteriormente, se deshidrataron. Por último, todas 

las muestras se cubrieron con DEPEX (BDH Laboratory Supplies, Inglaterra) y 

observadas con un microscopio óptico Leica (DMRB-E, Heidelberg, Alemania).  

  

2.7. Análisis cuantitativo y morfológico de las células GFAP
+
 en el núcleo arcuato 

del hipotálamo 

 Para este estudio se utilizaron 5 secciones de 40 µm de grosor por animal 

distribuidas a lo largo del núcleo arcuato del hipotálamo. Se tomó como coordenadas  

2,3 – 3,3 mm del bregma de acuerdo con el atlas esterotáxico del cerebro de la rata 

realizado por Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1986). Cincuenta campos por animal 

(área de campo de 19,5 mm
2
) fueron analizados con el objetivo 40X del microscopio 

óptico (ZEISS. Thornwood, NY, Estados Unidos). Las imágenes fueron realizadas con 

una cámara digital (JAI Corporation, modelo CV-S3200, Japón) y procesadas mediante 

el uso del software Image-Pro Plus versión 5.0 (Media Cybernetics Inc, Silver Spring, 

MD, Estados Unidos). A continuación, se procedió al contaje del número de células 

inmunoreactivas para GFAP (GFAP
+
), el número de proyecciones principales (sólo las 

que partían del soma) 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 morfométricos se realizaron sin 

conocer la procedencia de las muestras experimentales.  
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2.8. Doble inmunocitofluorescencia para GLUT-2 o GLAST y vimentina en 

cultivos primarios astrocitos hipotalámicos 

Se realizaron inmunocitofluorescencias dobles para GLUT-2 y vimentina y 

GLAST y vimentina, en cultivos de astrocitos primarios hipotalámicos procedentes de 

ratas Wistar del día postnatal 2. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos sobre 

láminas cubreobjetos y todo el proceso se realizó en los pocillos de la placa hasta el 

momento de montar las láminas sobre los portaobjetos.  

Los cultivos celulares (en adelante, las muestras) se lavaron con PBS y se fijaron 

15 minutos a temperatura ambiente con 4% PFA. Tras lavar y equilibrar en tampón de 

lavado (PBS 0.1 M, pH 7.4, BSA 0.1%, y Triton-X100 0.1%) durante 15 minutos, las 

muestras se bloquearon con tampón de bloqueo (PBS 0.1 M, pH 7.4, BSA 3%, y Triton-

X100 1%). A continuación, se añadieron los anticuerpos primarios correspondientes a 

las muestras, GLUT-2 o GLAST (Alpha Diagnostic) y vimentina (Sigma), a una 

concentración 1:1000, y se incubaron durante 48 horas a 4 ºC. 

 Tras este período, se lavaron y se incubaron 90 minutos a temperatura ambiente y 

en oscuridad con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con distintos 

fluorocromos en una dilución 1:1000. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron 

anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón o conejo conjugados con Alexa-Fluor-488 o 

Alexa-Fluor-633 (Molecular Probes. Eugene, OR, Estados Unidos). Por último, y tras 

lavar nuevamente, se montaron las láminas con las células sobre los portaobjetos con 

medio de montaje.  

Las microfotografías se realizaron con un microscopio confocal de fluorescencia 

(Leica, Madrid, España), utilizando unas longitudes de onda de excitación de 495 nm y 

632 nm para los fluorocromos Alexa-Fluor-488 y Alexa-Fluor-633, respectivamente. 

 

Para identificar las concentraciones óptimas de los distintos anticuerpos 

empleados se realizaron previamente diferentes pruebas de concentración, eligiendo  

concentraciones que presentaban un marcaje específico y que mostraron el menor fondo 

inespecífico. En cada ensayo se incluyeron controles negativos, los cuales carecían de 

inmunofluorescencia.  
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2.9. Análisis histológico del tejido adiposo visceral 

 Tras colocar los portaobjetos en un cestillo, este se introdujo en una cubeta con 

formol tamponado al 10% para proceder a la fijación de las secciones de tejido visceral 

durante 15 minutos. Tras un lavado rápido con agua, el cestillo se introdujo en una 

cubeta con hematoxilina (Panreac. Barcelona, España) durante 10 minutos y, 

posteriormente, se lavaron los portas con agua caliente, para eliminar el exceso de 

tinción. A continuación se introdujo el cestillo en la cubeta con eosina acuosa (Leica)  

durante un minuto y se eliminó el exceso con agua. Posteriormente, se deshidrataron los 

cortes introduciendo el cestillo en cubetas con alcoholes (70º, 96º, 100º) durante 1 

minuto en cada una de ellas y aclarando con xilol durante 3 minutos. Finalmente, se 

montó el portaobjetos con el medio de montaje Depex (BDH Laboratoy Supplies. Poole, 

Inglaterra) colocando encima un cubreobjetos. Una vez seco el medio de montaje se 

procedió a la observación del portaobjetos al microscopio óptico. 

Las secciones de tejido visceral se analizaron con el objetivo de 40X del 

microscopio óptico (ZEISS). Las imágenes se realizaron con una cámara digital y se 

procesaron mediante el uso del software Image-Pro Plus. A continuación se procedió al 

análisis del perímetro de los adipocitos. Para ello, se realizaron 6 fotografías aleatorias 

de cuatro secciones diferentes de cada animal. En cada fotografía se analizaron 6 células 

(144 adipocitos/rata). Se calculó el perímetro medio de los adipocitos por animal (n=4) 

para, posteriormente, determinar el valor medio del perímetro de estas células por grupo 

experimental. 

 

2.10. Determinación de la glucemia en sangre y determinaciones bioquímicas en 

plasma 

En los experimentos en los que se determinó la glucemia se empleó el glucómetro 

y tiras reactivas ACU-Chek (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Alemania), 

obteniéndose la sangre mediante punción de la vena lateral de la cola. 

2.10.1. Radioinmunoensayo (RIA) para la determinación de los niveles séricos de 

ghrelina total y acilada y corticosterona 

 Los niveles de ghrelina total y acilada presentes en el suero de los animales se 

determinaron mediante un radioinmunoensayo, siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Linco Research, St Charles, MO, Estados Unidos, en el caso de los 
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ensayos de ghrelina; ImmuCgem Double Antibody, MP Biomedicals, Orangeburg, 

NY, Estados Unidos, en el caso del ensayo de corticosterona).  

 Estos ensayos se realizan mediante un antígeno marcado radiactivamente, el 

trazador, el cual se une al anticuerpo correspondiente desplazando al antígeno no 

marcado. Cuanto mayor sea la cantidad de hormona presente en las muestras mayor 

será la cantidad de trazador libre, que es lo que se detectará y cuantificará en un 

contador de radiación gamma (Packard, Canberra, Australia). 

 Para la determinación de los niveles de corticosterona en suero es necesaria 

una dilución 1:200 de los sueros en buffer fosfo-salino (pH 7,0) con 

gammaglobulinas de conejo. En los ensayos de ghrelina total y acilada no se 

requería ninguna dilución previa.  

 El protocolo que se realizó fue el siguiente. En tubos de borosilicato se 

realizó la mezcla del tampón de ensayo con las muestras y el anticuerpo, anti-

ghrelina, anti-ghrelina acilada o anti-corticosterona. La mezcla se incubó 24 horas a 

4 ºC para, posteriormente, añadir a los tubos el trazador, marcado con 
125

I. Se 

incubó durante 24 horas a 4 ºC y, finalmente, el último día se añadió el agente 

precipitante, incubándose durante 20 minutos a 4 ºC. Las muestras se centrifugaron 

a 4750 rpm 20 minutos a 4 ºC. Tras retirar los sobrenadantes se midieron las 

cuentas por minuto presentes en los precipitados en el contador de radiación 

gamma. 

 Para el ensayo de ghrelina total, la sensibilidad del método es de 93 pg/ml con 

unos coeficientes intra- e inter-ensayo de 6,4% y 16,3%, respectivamente. Para el 

de ghrelina acilada la sensibilidad del método es de 7,8 pg/ml, con unos 

coeficientes intra- e inter-ensayo de 7,4% y 13,4%, respectivamente. Para el ensayo 

de corticosterona, la sensibilidad del método es de 7,7 ng/ml con unos coeficientes 

intra- e inter-ensayo de 7,3% y 6,9%, respectivamente. El límite de linealidad para 

los métodos es de 6000 pg/ml para el ensayo de ghrelina total, 2000 pg/ml para el 

ensayo de ghrelina acilada y 1000 ng/ml para el ensayo de corticosterona.  
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2.10.2. ELISA para la determinación de los niveles séricos de insulina, leptina y 

adiponectina  

Para la determinación de los niveles de estas hormonas en suero se procedió 

siguiendo las indicaciones del fabricante (Millipore Research, St. Charles, MO, 

Estados Unidos). 

 Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos, donde a cada pocillo se 

añadió tampón de ensayo y la muestra correspondiente. En el caso de adiponectina, 

los sueros se diluyeron 1:500 en tampón de ensayo, según las indicaciones del 

fabricante. En los ensayos de leptina e insulina no fue necesaria la dilución de los 

sueros. 

 Para el ensayo de leptina y de adiponectina se realizó una incubación de 2 

horas de los sueros con el tampón de ensayo a temperatura ambiente y en agitación 

(400-500 rpm), previo a la adición del anticuerpo. En el caso de la leptina se realizó 

una incubación con una solución antisérica para permitir la unión del antígeno al 

anticuerpo, lavando después. El resto del protocolo fue similar para la 

cuantificación de los niveles de leptina, insulina y adiponectina en suero.  

 Se añadió a cada pocillo el anticuerpo biotinilado correspondiente (anti-

leptina, anti-insulina y anti-adiponectina de rata), incubándose durante 60 minutos a 

temperatura ambiente. Tras los lavados de placa correspondientes mediante el 

lavador de placas HydroFlex (Tecan), se incubó con la estreptavidina conjugada 

con HRP durante 30 minutos a temperatura ambiente y se lavó nuevamente. 

Finalmente, se añadió el sustrato de la peroxidasa, deteniéndose la reacción con 

ácido cuando la absorbancia de las muestras alcanzó de 1,2 a 1,8 unidades de 

densidad óptica al medirla a 370 nm. La lectura de los resultados se realizó con el 

espectrofotómetro Tecan Infinite M200 a 450 nm y 590 nm y la concentración de 

las hormonas fue determinada a través de una curva estándar. Para el ensayo de 

leptina la sensibilidad del método es de 0,04 ng/ml, con una variación intra-ensayo 

del 2,2% y una variación inter-ensayo del 3,4%. Para el ensayo de insulina la 

sensibilidad del método es de 0,2 ng/ml, con una variación intra-ensayo del 1,9% y 

una variación inter-ensayo del 7,6%. Para el ensayo de adiponectina la sensibilidad 

del método es de 0,16 ng/ml y la variación intra-ensayo es 1,3%. 
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2.10.3. Análisis colorimétrico para la detección de los niveles séricos de colesterol 

total, HDL, LDL, triglicéridos, proteínas totales y ácidos grasos libres 

 Los niveles séricos de colesterol total, lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), triglicéridos y proteínas totales fueron 

medidos utilizando kits comerciales procedentes de SpinReact (Sant Esteve de Bas, 

Gerona. España), y los niveles de ácidos grasos libres mediante un kit comercial 

ACS-ACOD (Wako. Neuss, Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Todos los ensayos se realizaron en placas de  ELISA de 96 pocillos. 

 Determinación cuantitativa de colesterol: La determinación se realiza mediante 

la reacción de la muestras con un reactivo compuesto por colesterol estereasa, 

colesterol oxidasa, peroxidasa, fenol, 4-Aminofenazona y PIPES pH 6,9. Esta 

reacción genera un color en la muestra, cuya intensidad es proporcional a la 

concentración de colesterol presente en el suero analizada. Para ello, se realizó la 

mezcla del suero con el reactivo y éstas se incubaron 5 minutos en agitación y a 37 

ºC.  La lectura de los resultados se realizó con el espectrofotómetro a 505 nm y la 

concentración de las hormonas fue determinada a través de una curva estándar. 

 Determinación cuantitativa de colesterol HDL y LDL: La determinación se 

realiza en etapas. Un primer paso en el que se eliminan las lipoproteínas no-HDL o 

no-LDL, respectivamente, y un segundo paso en el que se realiza la medición del 

HDL o LDL. El producto de estas reacciones genera un color, cuya intensidad es 

proporcional a la concentración de HDL o LDL presente en el suero analizado. Para 

ello, se realizó la mezcla del suero con un reactivo (para el ensayo de HDL: 

colesterol esterasa, colesterol oxidasa, catalasa, ascórbico oxidasa, N,N-bis (2-

hidroxietil)-2- aminoetanosulfónico ácido pH 6,6 y N-(2-hidroxi-3 sulfopropil)-3,5-

dimetoxianilina. Para el caso del LDL: colesterol esterasa, colesterol oxidasa, 

catalasa, PIPES pH 7.0, N-Etil-N- (2-hidroxi-3-silfopropil)-3-metilanina). Tras una 

incubación de 5 minutos en agitación y a 37 ºC se añadió un segundo reactivo (para 

el ensayo de HDL: N,N-bis (2-hidroxietil)-2- aminoetanosulfónico ácido pH 7,0, 4-

Aminoantipirina, peroxidasa; para el LDL: PIPES pH 7.0 4-Aminoantipirina, 

peroxidasa), volviendo a incubar otros 5 minutos a 37 ºC en agitación. La lectura de 

los resultados se realizó con el espectrofotómetro a 650 nm para el ensayo de HDL 
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y a 600 nm para el de LDL, determinándose la concentración de las muestras 

mediante una curva estándar. 

 Determinación cuantitativa de triglicéridos: La determinación se realiza 

mediante la reacción de la muestras con un reactivo compuesto por lipoproteín-

lipasa, glicerol quinasa, glicerol-3-oxidasa, peroxidasa, 4-aminofenazona y ATP. 

La mezcla se incubó durante 5 minutos a 37 ºC en agitación, realizándose la lectura 

de los resultados en el espectrofotómetro a 505 nm, determinándose la 

concentración de las muestras mediante una curva estándar. 

 Determinación cuantitativa de proteínas totales: La determinación se realiza 

mediante la reacción de las muestras con un reactivo compuesto por potasio sodio 

tartrato 15 mmol/l, yoduro potásico 100 mmol/l, yoduro de potasio 5 mmol/l y 

sulfato de cobre (II) 19 mmol/l. La mezcla se incubó durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, en agitación, realizándose la lectura de los resultados en el 

espectrofotómetro a 540 nm, determinándose la concentración de las muestras 

mediante una curva estándar. 

 Determinación cuantitativa de ácidos grasos  libres: La concentración de ácidos 

grasos libres no esterificados (NEFA) se determina mediante la reacción de las 

muestras con un reactivo A (0,3 kU/l acil-CoA-sintetasa; 3 kU/l ascorbato oxidasa; 

0,6 g/l coenzima A; 5 mmol/l ATP; 1,5 mmol/l 4-aminofenazona; 50 mmol/l 

tampón fosfato, pH = 6,9; 3 mmol/l cloruro magnésico). Tras una incubación de 10 

minutos a 37 ºC se añadió el reactivo B (6,6 kU/l acilCoA oxidasa; 7,5 kU/l 

peroxidasa; 1,2 mmol/l MEHA (3-metil-N-etil-N-(hidroxietil)-anilina)) y se realizó 

una segunda incubación de 10 minutos a 37 ºC, para, una vez transcurrido este 

tiempo, determinarse la absorbancia a 550 nm en el espectofotómetro. La 

concentración de NEFA se determinó mediante una curva estándar obtenida con 

soluciones patrón de ácido oléico (0, 0,25, 0,5, 1 M) en suero salino. 

 

2.11. Detección de los niveles de glutamato en medio de crecimiento de cultivos 

celulares 

Para la determinación de los niveles de glutamato en el medio de cultivo se utilizó 

el kit de detección de glutamato de BioVision (Mountain View. CA, Estados Unidos), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se preparó una curva de 
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glutamato a partir de un estándar de glutamato 1 nM y tanto la curva como los medios 

de cultivo de las células se diluyeron en buffer de ensayo y en una mezcla de reacción, 

suministrado por el fabricante. Finalmente, se pipetearon en una placa de ELISA. Tras 

una incubación de 30 minutos a 37 ºC en oscuridad se midió la densidad óptica a 450 

nm en el espectofotómetro. 

 

2.12.  Estadística 

Las muestras procedentes de cada animal o cultivo celular se analizaron por 

separado, estando normalizadas con respecto a los valores control de cada ensayo de 

WB o RT-PCR. Todos los experimentos in vitro fueron realizados un mínimo de 3 

veces.  

Para el análisis estadístico se empleó el programa estadístico SPSS 13.0. Los 

datos fueron analizados mediante el análisis de la varianza de una, dos o tres vías 

(ANOVA), en función del número de variables a considerar, con test post-hoc de 

Scheffe´s F-test. Se utilizó el análisis de t-de Student de dos colas para los estudios 

comparativos entre dos grupos. Los resultados fueron considerados estadísticamente 

significativos con un valor de la  p ˂ 0,05.  

Todos los datos se muestran como el valor de la media y las barras de error 

representan el error estándar de la media (e.e.m.).  
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1. Efecto del sexo en la respuesta metabólica adulta a la mala nutrición 

neonatal 

1.1. Efecto del tamaño de la camada, del sexo y de una dieta rica en sacarosa en la 

ingesta de comida y bebida y en la ganancia de peso 

Para determinar el efecto de la nutrición neonatal sobre el peso de los animales, el 

día de nacimiento se organizaron en camadas de igual número de machos y hembras, sin 

diferencias en el peso corporal entre los grupos (machos: camadas de 4 crías (4CM): 

6,04 ± 0,15, 12 (12CM): 5,98 ± 0,09, 20 (20CM): 6,16 ± 0,08 g; hembras: 4CM: 5,91 ± 

0,15, 12CM: 5,78 ± 0,10, 20CM: 5,88 ± 0,09 g). En el destete, existió un efecto del 

tamaño de la camada sobre el peso corporal (F(2,86): 334,635; p<0,0001), sin observar 

diferencias entre machos y hembras (Figura 22). En este momento, las ratas procedentes 

de las camadas de 4 crías (4CM) pesaban significativamente más que las procedentes de 

camadas de 12 crías (12CM), consideradas como controles. Las ratas procedentes de 

camadas de 20 crías (20CM), las cuales tuvieron una menor disponibilidad de nutrientes 

durante la lactancia, pesaban significativamente menos en el momento del destete que 

las ratas control y que las ratas del grupo 4CM. 

 

Figura 22. Peso (g) en el momento del destete de ratas macho y hembra procedentes de camadas de 

4, 12 ó 20 crías por madre (CM). ANOVA: (F(5,94): 134,522); ***: p  0,0001. 

 

Durante las 5 semanas siguientes al destete, antes del cambio de dieta, existió un 

efecto del tamaño de la camada (F(2,88): 5,411; p<0,005) y del sexo (F(1,88): 42,242; 

p<0,0001) sobre la ingesta de comida (Figura 23). Los machos comieron 

significativamente más que las hembras. Además, los machos procedentes de camadas 

de 4 y 12 crías comieron significativamente más que las ratas procedentes de camadas 

de 20 crías. Aunque el grupo 4CM tuvo una mayor ingesta que el grupo 12CM, la 

diferencia no fue significativa. En hembras, no existió un efecto del tamaño de la 
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camada sobre la ingesta. El incremento de peso desde el destete hasta el momento de 

introducción de la dieta fue significativamente mayor en los machos que en las hembras 

(F(1,93): 124,686; p<0,0001). Además, los machos de los grupos 4CM y 12CM ganaron 

significativamente más peso que los machos del grupo 20CM. No hubo diferencias en la 

ganancia de peso en los tres grupos de hembras (Figura 23). 

  

 
 

Figura 23. Ingesta media diaria (A) e incremento de peso (B) (g) desde el destete hasta las 8 

semanas de edad de ratas macho y hembra procedentes de camadas de 4, 12 ó 20 crías por madre 

(CM). ANOVA: Ingesta F(5,94): 10,789; Ganancia peso F(5,92): 20,137; ***: p  0,0001. 

 

A las 8 semanas de edad, previo al cambio de dieta, existió un efecto sobre el peso 

corporal tanto del tamaño de camada (F(2,85): 16,121; p<0,0001) como del sexo (F(1,85): 

80,643; p<0,0001), sin interacción entre ambos factores (Figura 24). Los machos 

pesaron significativamente más que las hembras procedentes de camadas del mismo 

tamaño. Los machos del grupo 4CM continuaron pesando más que los del los grupos 

12CM y 20CM, y los 12CM más que los 20CM. En el caso de las hembras, las 

pertenecientes al grupo 4CM continuaron pesando significativamente más que las 

hembras de los grupos 12CM y 20CM. 

 

 

Figura 24. Peso (g) medio en el momento del cambio de dieta (8 semanas de edad) de ratas macho y 

hembra procedentes de camadas de 4, 12 ó 20 crías por madre (CM). ANOVA: F(5,92): 20,137; ***: 

p  0,0001. 

A A B 
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Hubo un efecto del tamaño de la camada (F(2,88): 3,630, p<0,04), del sexo (F(1,88): 

146,349; p<0,0001) y de la ingesta de sacarosa (F(1,88): 499,584, p<0,0001), con una 

interacción entre el sexo y la ingesta de sacarosa (F(1,88): 33,796, p<0,03), sobre la 

ingesta diaria de comida sólida durante las 2 semanas que duró el cambio de dieta 

(Figura 25). Los machos comieron significativamente más que las hembras, 

independientemente del tamaño de camada mantenido durante la lactancia. Por otra 

parte, todas las ratas alimentadas con sacarosa redujeron significativamente la ingesta 

sólida con respecto a sus controles, los cuales bebían agua, tanto machos como 

hembras, y con independencia del tamaño de camada. Los machos de los grupos 4CM y 

12CM (sin sacarosa) continuaron comiendo más que los machos del grupo 20CM. 

 

 
Figura 25. Ingesta media diaria (g) durante las 2 semanas de cambio de dieta de ratas macho y 

hembra procedentes de camadas de 4, 12 ó 20 crías por madre (CM). ANOVA: F(11,88): 59,640; ***: 

p  0,0001. 

La cantidad total de líquido ingerido durante las 2 semanas que duró el cambio de 

dieta estuvo significativamente afectada por el tamaño de camada (F(2,88): 11,606, 

p<0,0001) y por la disponibilidad de sacarosa (F(1,88): 22,654, p<0,0001). Los machos 

procedentes de camadas de 4 y 12 crías bebieron significativamente más agua que las 

procedentes de camadas de 20 crías, sin observar ningún efecto en las hembras. Ambos, 

machos y hembras procedentes de camadas de 4 crías alimentadas con sacarosa 

(4CMS), bebieron significativamente más que los de los grupos 12CMS y 20CMS. 

Además, las hembras del grupo 20CMS tuvieron una ingesta líquida significativamente 

menor que las del grupo 12CMS. Todas las ratas alimentadas con sacarosa presentan 

una menor ingesta líquida que aquellas que beben agua, pero sólo alcanza la 

significación en los grupos 12CMS de machos y 20CMS de hembras (ANOVA de 1 
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vía: F(1,88): 5,347, p<0,0001. Machos: 4CM: 28,4 ± 1,7, 4CMS: 25,7 ± 1,5, 12CM: 28,8 

± 1,1, 12CMS: 22,0 ± 0,6, 20CM: 24,7 ± 1,2, 20CMS: 21,9 ± 1,6 ml/día; hembras: 

4CM: 27,5 ± 0,7, 4CMS: 26,1 ± 1,3, 12CM: 15,2 ± 1,5, 12CMS: 23,8 ± 1,2, 20CM: 

24,8 ± 0,8, 20CMS: 19,5 ± 0,6 ml/día). 

La cantidad total de kilocalorías (Kcal) consumidas procedentes de la sacarosa 

dependía del tamaño de camada (F(2,50): 8,494, p<0,0006). Los machos procedentes de 

camadas de 4 crías alimentadas con sacarosa consumieron significativamente más Kcal 

que los procedentes de los otros dos grupos de ratas macho. Las hembras procedentes de 

camadas de 4 y 12 crías alimentadas con sacarosa ingirieron más Kcal que las del grupo 

20CMS. No se observaron diferencias entre sexos en el consumo de Kcal procedentes 

de la bebida (ANOVA de 1 vía: F(5,52): 3,647, p<0,007. Machos: 4CMS: 509,0 ± 30,4, 

12CMS: 436,3 ± 10,9, 20CMS: 361,9 ± 55,2 Kcal; hembras: 4CMS: 517,6 ± 26,0, 

12CMS: 471,8 ± 24,4, 20CMS: 385,7 ± 11,6 Kcal). 

 

Se observó un efecto del tamaño de camada (F(2,88): 9,443; p<0,0002), del sexo 

(F(1,88): 90,929; p<0,0001) y de la dieta (F(1,88): 90,429; p<0,0001) sobre el total de Kcal 

consumidas durante las 2 semanas que abarcó el cambio de dieta (Figura 26). Los 

machos consumieron más calorías que las hembras procedentes de grupos del mismo 

tamaño de camada, consumieran o no sacarosa. Además, en ambos sexos, las ratas que 

recibieron sacarosa ingirieron más Kcal que las ratas control. Los machos del grupo 

4CM consumieron más calorías que los del grupo 20CM, tanto si consumieron o no 

sacarosa. En las hembras, no hubo un efecto del tamaño de camada sobre el consumo 

total de calorías en ratas con una dieta normal, pero el grupo 4CMS ingirió 

significativamente más Kcal que el grupo 20CMS. El porcentaje de Kcal totales 

consumidas que fueron debidas a la sacarosa estuvo afectado tanto por el tamaño de la 

camada (F(2,52): 7,178; p<0,002) como por el sexo (F(1,52): 33,580; p<0,0001). La ingesta 

de sacarosa supone un mayor porcentaje del total de Kcal ingeridas en hembras, 

comparado con los machos del mismo tamaño de camada. 
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Figura 26. Total Kcal consumidas durante las 2 semanas de dieta rica en sacarosa (S) por ratas 

macho y hembra procedentes de camadas de 4, 12 ó 20 crías por madre (CM). ANOVA: F(11,88): 

18,525; ***: p  0,0001. 

 

La ganancia de peso durante las dos semanas de cambio de dieta se vio afectada 

por el tamaño de camada (F(2,85): 15,090; p<0,0001), el sexo (F(1,85): 75,754; p<0,0001) 

y la ingesta de sacarosa (F(1,85): 3,821; p<0,05), con interacción entre el tamaño de 

camada y el sexo (F(2,85): 10,597, p<0,0001) así como entre el tamaño de camada y la 

ingesta de sacarosa (F(1,85): 6,358, p<0,003) (Figura 27). 

Los machos del grupo 4CM ganaron significativamente más peso que los de los 

grupos 12CM y 20CM. Del mismo modo, los machos del grupo 4CMS tuvieron una 

ganancia de peso significativamente mayor que la de los grupos 12CMS y 20CMS. La 

ganancia de peso en los machos 12CM y 20CM no fue significativamente diferente 

durante este periodo y la ingesta de sacarosa no tuvo efecto sobre este parámetro. Las 

hembras de los grupos de 4 y 20 crías ganaron más peso que las hembras del grupo 

12CM, observándose el catch-up que realizan las hembras malnutridas durante la 

lactancia y que no se observa en los machos. La ingesta de sacarosa supuso una menor 

ganancia de peso en las hembras de los grupos de 4CMS y 20CMS con respecto a las 

ratas de su mismo grupo alimentadas con una dieta normal. La sacarosa no afectó al 

grupo de 12 crías en la ganancia de peso con respecto a sus controles.  

Los machos ganaron más peso que las hembras procedentes de camadas del 

mismo número de crías a excepción del grupo 20CM, donde no existió diferencia en la 

ganancia de peso entre sexos. 
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Figura 27. Incremento de peso (g) durante las 2 semanas de dieta rica en sacarosa (S) por ratas 

macho y hembra procedentes de camadas de 4, 12 ó 20 crías por madre (CM). ANOVA: F(11,85): 

13,142; ***: p  0,0001. 

 

En el momento de sacrificio había un efecto del tamaño de la camada (F(2,87): 

21,383; p<0,0002), del sexo (F(1,87): 278,133; p<0,0001) y de la ingesta de sacarosa 

(F(1,87): 12,096; p<0,002) en el peso corporal, con interacción entre el tamaño de camada 

y el sexo (F(2,87): 8,322; p<0,0005) (Figura 28). Los machos pesaron significativamente 

más que las hembras, con independencia del tamaño de camada y de la toma o no de 

sacarosa. Además, los machos procedentes de camadas de 4 crías pesaron 

significativamente más que los machos de los grupos de 12 crías, con independencia de 

la dieta. Solo los machos del grupo 12CMS tuvieron un descenso significativo del peso 

corporal comparado con sus controles (12CM). Las hembras del grupo 4CM 

presentaron mayor peso que los controles en el momento del sacrificio. Además, la 

ingesta de sacarosa en las hembras procedentes de camadas de 20 crías disminuyó el 

peso final de las ratas.  

 
Figura 28. Peso en el momento de sacrificio (g) de ratas macho y hembra procedentes de camadas 

de 4, 12 ó 20 crías por madre (CM). ANOVA: F(11,87): 30,642; ***: p  0,0001. S: dos semanas de 

dieta rica en sacarosa. 
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1.2. Efecto del tamaño de la camada, del sexo y de una dieta rica en sacarosa sobre 

los niveles séricos de hormonas metabólicas 

La ingesta excesiva de sacarosa tuvo efecto sobre la glucemia (F(1,87): 6,210, 

p<0,02), pero no existió una diferencia significativa en ningún grupo experimental 

(Tabla 7). Los niveles séricos de insulina se vieron significativamente afectados por el 

sexo (F(1,62): 11,203; p<0,02), no así por el tamaño de camada o por el tipo de dieta 

(Tabla 7). Los machos tuvieron unos niveles de insulina significativamente superiores a 

los de las hembras, con independencia del tamaño de la camada o del tipo de dieta de las 

ratas. Se encontró un efecto del tamaño de la camada (F(2,62): 3,393; p<0,05), del sexo 

(F(1,62): 19,832; p<0,0001) y de la ingesta de sacarosa (F(1,62): 13,076; p<0,0006) sobre 

los niveles séricos de leptina (Tabla 7). Todas las ratas que bebían sacarosa tendían a 

tener incrementados los niveles séricos de leptina con respecto a las ratas procedentes 

de camadas del mismo tamaño que seguían una dieta normal, con diferencias 

significativas en los grupos de machos de 4 y 20 crías. No se detectó ningún efecto del 

tamaño de camada, del sexo o de la dieta en los niveles séricos de ghrelina total o 

acilada (Tabla 7).  

 

 

MACHOS HEMBRAS 
 

4 CM 12 CM 20 CM 4 CM 12 CM 20 CM 

A S A S A S A S A S A S p 

Glucemia 

(mg/dl) 

90,0 

± 4,2 

102,1 

± 2,8 

89,0  

± 5,9 

91,9  

± 4,6 

83,4  

± 4,1 

102,0 

± 3,1 

91,0  

± 4,6 

92,8 

 ± 1,8 

89,1 

 ± 2,6 

94,5 

 ± 2,6 

87,1  

± 2,9 

86,3 

 ± 3,8 
p<0.02 

Insulina 

(ng/ml) 

1,5 ± 

0,6 

1,6 ± 

0,6 

1,2 ± 

0,3 

0,7 ± 

0,2 

0,8 ± 

0,2 

1,8 ± 

0,6 

0,4 ± 

0,1 a 

0,7 ± 

0,2 

0,5 ± 

0,1a 

0,6 ± 

0,2 

0,7 ± 

0,2 

0,8 ± 

0,3 a 
p<0.05 

Leptina 

(ng/ml) 

4,8 ± 

0,5 

10,3 ± 

2,4 

4,4 ± 

1,6 

5,5 ± 

0,7 

3,5 ± 

0,6 

6,2 ± 

0,5 

2,8 ± 

0,7 

4,1 ± 

1,0 

3,1 ± 

0,4 

3,9 ± 

0,5 

2,2 ± 

0,4 

3,1 ± 

0,4 
p<0.0001 

Ghrelina 

total 

(pg/ml) 

1324,

1 ± 

306,5 

1549,

5 ± 

281,2 

1523,

8 ± 

226,0 

1846,

9 ± 

364,0 

1589,

9 ± 

680,5 

2478,7 

± 

323,0 

1223,

9 ± 

336,0 

1638,

4 ± 

352,3 

2223,

2 ± 

400,5 

1798,

5 ± 

496,8 

1662,

8 ± 

372,0 

1838,5 

± 

380,8 

NS 

Ghrelina 

acilada 

(pg/ml) 

549,5 

± 

65,5 

515,0 

± 

98,2 

471,2 

± 

53,5 

676,4 

± 

158,8 

554,9 

± 

166,0 

530,2 

 ± 

72,3 

965,6 

± 

403,9 

432,7 

± 

87,5 

492,6 

± 

79,0 

320,9 

± 

50,4 

412,3 

± 

65,9 

399,0 

± 

33,0 

NS 

Tabla 7. Niveles de glucosa en sangre y niveles de hormonas en suero en ratas macho y hembra 

procedentes de camadas de 4, 12 ó 20 crías por madre (CM) y alimentadas durante las dos semanas 

anteriores al sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. A: 

agua; S: sacarosa 33%. Los valores se muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m.). a: 

estadísticamente diferente comparado con las ratas control del sexo opuesto, desde el mismo grupo 

experimental (tamaño camada y dieta). NS: no significativo. Glucemia: realizado a todos los animales 

del estudio. Hormonas: n=6. 

 

 



  Resultados 

 

 

 

73 

 

2. Efecto de la sobrenutrición neonatal en la respuesta metabólica a 

una dieta rica en sacarosa introducida en la etapa adulta o desde el 

destete 

Con el fin de comprender mejor los cambios metabólicos que suceden en 

respuesta a una sobrenutrición neonatal y de cómo éstos afectan a la respuesta a una 

dieta rica en sacarosa, se realizaron varios experimentos en los cuales se emplearon 

ratas macho, ya que el efecto observado en el experimento anterior era mayor en los 

machos y porque además, en el caso de las hembras, existía una gran variabilidad en los 

niveles de hormonas metabólicas, lo que podía ser debido a los cambios estrales de las 

mismas. Por otra parte, con el objetivo de estudiar las posibles diferencias de efecto de 

una dieta rica en sacarosa de corta o larga duración, a un primer grupo de ratas macho se 

le suministró la dieta en la etapa adulta (día postnatal 60), durante los 15 días previos al 

sacrificio, y a un segundo grupo se le suministró esta dieta en el momento del destete, 

manteniéndose durante 2 meses, hasta el momento del sacrificio. En contraste con el 

primer experimento descrito, las ratas fueron sacrificadas tras 12 horas de ayuno, tal y 

como se realiza en la mayoría de estudios metabólicos, con el fin de disminuir la 

variabilidad en los niveles séricos de las hormonas analizadas. 

 

2.1. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre la ingesta de comida y bebida 

 La ingesta media diaria de comida desde el destete hasta el cambio de dieta fue 

mayor (p<0,001) en el grupo 4CM (24,3 ± 1,0 g) con respecto al grupo control (12CM) 

(21,3 ± 0,3 g). Durante las dos semanas en las que las ratas fueron alimentadas con la 

dieta rica en sacarosa, la ingesta media diaria de pienso estuvo afectada por el tamaño 

de la camada (F(1,38): 4,481; p<0,05) y por la ingesta de sacarosa (F(1,38): 54,852; 

p<0,0001), sin observarse una interacción entre ambos factores (Tabla 8). En contraste 

con el experimento anterior, las ratas procedentes de camadas de 4 crías tuvieron una 

menor ingesta que las ratas control durante estas dos semanas del estudio. Las 

alimentadas con sacarosa ingirieron menos comida que las alimentadas con dieta normal 

(Tabla 8). 
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 En la cantidad diaria de líquido ingerido no hubo un efecto de la sobrenutrición 

neonatal ni de la dieta per se. Sin embargo, sí existió una interacción entre el tamaño de 

la camada y la ingesta de sacarosa sobre esta variable (F(1,38): 24,729; p<0,0001). Las 

ratas procedentes de camadas de 4 crías ingirieron una menor cantidad de agua que los 

controles y las ratas del grupo 4CMS bebieron significativamente más que sus controles 

(4CM) y que las ratas del grupo 12CMS (Tabla 8). 

Se observó un efecto del tamaño de camada (F(1,38): 4,481; p<0,05) y de la dieta 

(F(1,38): 54,86; p<0,0001) sobre las Kcal consumidas procedentes del pienso durante las 

2 semanas que abarcó el cambio de dieta, sin existir interacción entre ambos factores. 

Los grupos que recibieron sacarosa consumieron menos Kcal a través de la comida 

sólida que aquellas de su mismo tamaño de camada que recibieron agua (Tabla 8). Del 

mismo modo, el grupo 4CM consumió menos calorías que el grupo control, 12CM. 

En relación a la cantidad de Kcal totales ingeridas durante las dos semanas de 

cambio de dieta (teniendo en cuenta las Kcal procedentes tanto del pienso como de la 

bebida), se observó un efecto de la dieta (F(1,38): 13,989; p<0,002), así como una 

interacción entre el tamaño de camada y la ingesta de sacarosa (F(1,38): 6,381; p< 0,02). 

Las ratas que recibieron sacarosa ingirieron más Kcal que las ratas control, con 

independencia del tamaño de camada y las del grupo 4CM consumieron menos Kcal 

que las que consumió el grupo de 12CM (Tabla 8).  

 

  
12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua 

Sacarosa 

33% 
ANOVA 1-vía 

Ingesta diaria 

media de comida 

solida (g) 

23,2 ± 1,5 13,3 ± 0,4* 18,8 ± 0,7* 13,2 ± 0,2*# p < 0,0001 

Líquido diario 

medio ingerido(ml) 
26,9 ± 0,5 24,6 ± 0,6 23,8 ± 0,3* 27,5 ±  0,7# p < 0,0001 

Kcal procedentes 

del pienso 
67,2 ± 4,5 38,5 ± 1,1* 54,7 ± 2,1* 38,2 ±  0,7*# p < 0,0001 

Kcal procedentes 

del pienso+líquido 
67,2 ± 4,5 71,1 ± 1,9* 54,7 ± 2,1* 74,5 ±  0,2*# p < 0,0001 

Tabla 8. Ingesta media (g) diaria de comida solida, cantidad media diaria de líquido ingerido (ml) y 

kilocalorías (Kcal) consumidas durante el cambio de la dieta en ratas macho procedentes de 

camadas de 12 ó 4 crías por madre y alimentadas durante dos semanas con pienso de rata ad 

libitum y agua ó una solución de sacarosa al 33%. Los valores se muestran como media ± error 

estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente diferente respecto al grupo control (12CM); #: 

significativamente diferente respecto al grupo 4CM. 
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2.2. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre el peso corporal y los depósitos de tejido adiposo y el 

músculo 

La ganancia de peso durante las dos semanas de cambio de dieta se afectó por el 

tamaño de la camada (F(1,38): 10,759; p<0,003) y por la ingesta de sacarosa (F(1,38): 

7,198; p<0,02) (Figura 29A). Las ratas sobrenutridas durante la lactancia presentaron un 

mayor incremento de peso que las procedentes de camadas de 12 crías que llevaban el 

mismo tipo de dieta. Además, aquellas que ingerían sacarosa presentaban un menor 

incremento de peso que los grupos control, con independencia del tamaño de la camada, 

a pesar de ingerir una mayor cantidad de Kcal (Figura 29B).  

 

        

 

Figura 29. Ganancia de peso (g) (A) y Kcal consumidas (B) durante las 2 semanas de cambio de 

dieta en ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y alimentadas 

durante las dos semanas anteriores al sacrificio (PND 75) con pienso de rata ad libitum y agua o una 

solución de sacarosa al 33% (S). ANOVA: Ganancia peso: F(3,33): 6,283; p<0,01; Kcal totales: F(3,38): 

6,524; p<0,001). 

En el momento de sacrificio había un efecto del tamaño de la camada (F(1,23): 

18,387; p<0,0001) y de la ingesta de sacarosa (F(1,23): 15,601; p<0,001) en el peso 

corporal, siendo éste mayor en el grupo 4CM respecto al grupo 12CM y estando 

disminuido en los grupos alimentados con sacarosa respecto a los grupos de su mismo 

tamaño de camada alimentados con dieta normal (Figura 30). 

 

Figura 30. Peso (g) en el momento de 

sacrificio (PND 75) en ratas macho 

procedentes de camadas de 12 ó 4 crías 

por madre (CM) y alimentadas durante 

las dos semanas anteriores al sacrificio 

con pienso de rata ad libitum y agua o 

una solución de sacarosa al 33% (S). 

ANOVA: F(3,23): 12,372; p<0,0001. 
 

  

A B 
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No se observó un efecto significativo del tamaño de la camada en el peso de la 

grasa subcutánea (GSC) ni en el de la grasa visceral (GV), al indicar el peso de la grasa 

por 100 gramos de peso corporal. La ingesta de sacarosa incrementó los depósitos de 

GSC en ambos grupos 4CMS y 12CMS, y los de GV sólo en el grupo de 4CMS 

(GSC/100 g peso corporal: F(1,24): 35,042; p<0,0001; GV/100 g peso corporal: F(1,24): 

6,897; p<0,02) (Figura 31A y 31B). Sin embargo, sí hubo un efecto del tamaño de la 

camada (F(1,24): 18,341; p<0,0003) y de la ingesta de sacarosa (F(1,24): 14,085; p<0,001) 

sobre el peso absoluto de los depósitos de grasa visceral (12CM: 2,7 ± 0,2, 12CMS: 3,3 

± 0,2, 4CM: 3,4 ± 0,1, 4CMS: 4,3 ± 0,2 g; ANOVA de 1 vía: p<0.0001). 

El peso del músculo sóleo era mayor en las ratas procedentes de camadas de 4 

crías (F(1,24): 6,790; p<0,02) y, al contrario de lo que ocurría con la grasa, las ratas que 

ingerían sacarosa el músculo sóleo pesaba menos que las que bebían agua (F(1,24): 6,556; 

p<0,02) (Figura 31C). 

 

 

Figura 31. Peso de la grasa subcutánea (A), visceral (B) y músculo sóleo (C) (g) por 100 gramos de 

peso corporal en ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y 

alimentadas durante las dos semanas anteriores al sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o 

una solución de sacarosa al 33% (S) ANOVA: GSC: F(3,24):12,448; p<0,0001; GV:  F(3,24):4,537; 

p<0,01; M: F(3,24):5,865; p<0,005). 

 

2.3. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre  los niveles séricos de hormonas metabólicas 

 En el momento del sacrificio, tanto el tamaño de camada (F(1,28): 7,459; p<0,01) 

como el tipo de dieta (F(1,28): 13,177; p<0,001) afectaron los niveles séricos de leptina, 

sin encontrar interacción entre ambos factores. La mayor disponibilidad de nutrientes 

durante la lactancia y la ingesta de sacarosa incrementaron los niveles de leptina en 

A B C 
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suero (Tabla 9). No existieron diferencias significativas en los niveles de insulina entre 

los grupos de estudio (Tabla 9). 

 Los niveles circulantes de ghrelina total estaban afectados por el tamaño de la 

camada (F(1,23): 28,138; p<0,001), presentándose valores disminuidos en ambos grupos 

de 4 crías. Los niveles séricos de ghrelina acilada no se vieron afectados 

significativamente ni por el tamaño de camada ni por la dieta. El porcentaje de acilación 

de esta hormona también se vio afectado por el tamaño de la camada (F(1,23): 10,201; 

p<0,005), siendo mayor en los grupos de 4 crías (Tabla 9).  

La ingesta de sacarosa incrementó los niveles de adiponectina (F(1,29): 27,228; 

p<0,0001) y disminuyó los de corticosterona  (F(1,19): 9.095, p<0.008) (Tabla 9). 

 

 

12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua 

Sacarosa 

33% 
AVOVA 

1-vía 

Insulina 

(ng/ml) 
0,38 ± 0,13 0,53 ± 0,1 0,55 ± 0,07 0,27 ± 0,09 NS 

Leptina 

(ng/ml) 
0,89 ± 0,16 1,74 ± 0,31 1,49 ± 0,22 2,56 ± 0,29*# p< 0,001 

Ghrelina total 

(pg/ml) 
1563,9 ±201,9 1655,2 ±165,3 834,6 ±66,4* 817,1 ±95,3*∞ p< 0,0001 

Ghrelina 

acilada (pg/ml) 
175,6 ± 19,6 211,2 ± 27,1 152,3 ± 9,1 175,0 ± 10,0 NS 

Porcentaje 

acilación 
12,5 ± 2,2 14,2 ± 2,7 18,8 ± 1,8 22,8 ± 2,4*∞ p< 0,01 

Adiponectina 

(ng/ml) 
37,0 ± 3,1 59,1 ± 3,8* 39,1 ± 3,2 54,2 ± 3,8*# p< ,0001 

Corticosterona 

(ng/ml) 
122,5 ± 15,7 47,6 ± 16,0* 116,2 ± 17,4 84,5 ± 21,0*# p< 0,01 

Tabla 9. Niveles de hormonas en suero en ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por 

madre y alimentadas durante las dos semanas anteriores al sacrificio con pienso de rata ad libitum y 

con agua o una solución de sacarosa al 33%. Los valores se muestran como media ± error estándar 

de la media (e.e.m.). *: significativamente diferente respecto al grupo control (12CM). #: 

significativamente diferente respecto al grupo 4CM.
 ∞

: significativamente diferente respecto al 

grupo 12CMS.  NS: no significativo. n=7. 

 

 

2.4. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre los niveles séricos de colesterol, triglicéridos, ácidos 

grasos libres y proteínas totales 

Mientras que los niveles de triglicéridos no se vieron afectados ni por la dieta ni 

por el tamaño de camada, los niveles de colesterol (F(1,23): 13,651; p<0,001), de LDL-

colesterol (F(1,23): 16,950; p<0,001) y de ácidos grasos libres (F(1,23): 6,141; p<0,03) se 
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vieron modificados por la ingesta de sacarosa. Los grupos de ratas alimentados con 

sacarosa presentaron unos niveles de colesterol y de LDL-colesterol significativamente 

disminuidos a la vez que unos niveles de ácidos grasos libres incrementados con 

respecto a sus grupos control. Los niveles de HDL-colesterol y de proteínas totales no 

se vieron afectados por estos factores (Tabla 10). 

 
12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua Sacarosa 33% Agua Sacarosa 33% 
ANOVA 

1-vía 

Triglicéridos 

(ng/ml) 
109,6 ± 12,7 96,5 ± 11,1 67,0 ± 6,0 92,0 ± 17,9 NS 

Colesterol 

(ng/ml) 
64,9 ± 5,4 52,8 ± 1,9 59,9 ± 3,2 46,4 ± 2,3* p< 0,01 

LDL-colesterol 

(ng/ml) 
32,1 ± 2,3 25,0 ± 1,5 31,1 ± 1,6 23,0 ± 1,9*# p< 0,005 

HDL-colesterol 

(mM) 
20,5 ± 2,9 22,8 ± 3,1 14,9 ± 1,5 22,3 ± 3,7 NS 

Ácidos grasos 

libres (ng/ml) 
1,38 ± 0,15 1,61 ± 0,10 1,49 ± 0,18 2,15 ± 0,27*# p< 0,03 

Proteínas 

totales (ng/ml) 
6,1 ± 0,3 5,8 ± 0,2 5,9 ± 0,1 6,1 ± 0,4 NS 

Tabla 10. Niveles de triglicéridos, colesterol total, LDL, HDL y proteínas totales en suero en ratas 

macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre y alimentadas durante las dos semanas 

anteriores al sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. Los 

valores se muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente 

diferente respecto al grupo control (12CM); 
#
: significativamente diferente respecto al grupo 4CM;

 

∞
: significativamente diferente respecto al grupo 12CMS. NS: no significativo. n=6. 

 

  

2.5. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre la morfología de los adipocitos viscerales 

Tanto la sobrenutrición neonatal como la ingesta de sacarosa generaron una 

hipertrofia de los adipocitos viscerales. Se observó un incremento en el perímetro de los 

adipocitos en los grupos de 4 crías con respecto a los de 12 crías (tamaño camada: 

F(1,15): 144,979; p<0,0001), así como en los grupos alimentados con sacarosa con 

respecto a sus controles (sacarosa: F(1,15): 44,848; p<0,0001), existiendo interacción 

entre ambos factores (F(1,15): 21,685; p<0,001) (Figura 32). 

 Además, existió una correlación positiva entre el tamaño de los adipocitos 

viscerales y los niveles séricos de leptina (R = 0,70; p<0,005).  
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Figura 32. Perímetro (µm) de los adipocitos de la grasa visceral (GV) en ratas macho procedentes 

de camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y alimentadas durante dos semanas con pienso de rata 

ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33% (S). ANOVA: F(3,15):70,504; p<0,0001). 

Imágenes del tejido visceral 40X. Escala 10 micras (μm). n=4. 

 

 

2.6. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre los neuropéptidos hipotalámicos implicados en la 

ingesta y el receptor de leptina 

Los niveles hipotalámicos de ARNm de los neuropéptidos NPY, AgRP, POMC y 

CART no se vieron modificados ni por el tamaño de camada ni por efecto de la dieta 

(Tabla 11). Sin embargo, los niveles de orexina estaban afectados por la sacarosa 

(F(1,17): 6,886; p<0,05) y por la interacción entre los factores de estudio (F(1,17): 5,070; 

p<0,05) (Tabla 11), estando significativamente elevados en las ratas del grupo 4CMS. 

 Los niveles de expresión del receptor de leptina (ObR) se encontraron afectados 

por el tamaño de camada (F(1,17): 10,156; p<0,008) y por la ingesta de sacarosa (F(1,17):  

11,246; p<0,006), sin existir interacción entre ambos factores. Se observó un 

incremento de los niveles hipotalámicos del receptor de leptina en las ratas procedentes 

de camadas de 4 crías, asi como en las alimentadas con sacarosa con respecto a sus 

controles (Tabla 11). 

 

 

 

 



  Resultados 

 

 

 

80 

 

 
12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua Sacarosa 33% ANOVA 1-vía 

NPY 100 ± 8,8 99,5 ± 12,9 91,8 ± 6,0 140,7 ± 6,8 NS 

AgRP 100 ± 7,6 110,4 ± 11,3 84,0 ± 2,6 132,9 ± 15,8 NS 

POMC 100 ± 8,1 90,0 ± 7,6 125,4 ± 17,6 134,4 ± 26,5 NS 

CART 100 ± 7,4 109,1 ± 13,7 108,3 ± 10,6 135,6 ± 6,4 NS 

Orexina 100 ± 12,7 117,5 ± 16,3 73,6 ± 1,0 171,3 ± 33,5*#∞ p< 0,04 

ObR 100 ± 9,5 124,9 ± 10,1* 123,1 ± 13,8* 170,7 ± 9,1*#∞ p< 0,002 

Tabla 11. Niveles relativos de mensajero de los neuropéptidos hipotalámicos implicados en la 

regulación de la ingesta y del receptor de leptina en el hipotálamo de ratas macho procedentes de 

camadas de 12 ó 4 crías por madre y alimentadas durante las dos semanas anteriores al sacrificio 

con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. Los valores se muestran 

como media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente diferente respecto al grupo 

control (12CM); 
#
: significativamente diferente respecto al grupo 4CM; 

∞
: significativamente 

diferente respecto al grupo 12CMS. NS: no significativo. n=5. 

 

 2.7. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 meses, 

desde el destete hasta el sacrificio, sobre la ingesta de comida y bebida 

La ingesta media diaria de pienso desde el destete, momento en el que se realiza el 

cambio de dieta, hasta el sacrificio estuvo afectada por el tamaño de la camada (F(1,73): 

77,767; p<0,0001) y por la ingesta de sacarosa (F(1,73): 506,906; p<0,0001), sin 

observarse una interacción entre ambos factores. Las ratas procedentes de camadas de 4 

crías consumían más comida que las procedentes de camadas de 12 crías, 

independientemente de si tomaban o no sacarosa. Además, las ratas expuestas a una 

dieta rica en sacarosa consumían menos comida sólida que sus controles (Tabla 12). 

 Sobre la cantidad diaria de líquido ingerido, medido desde el destete hasta el 

sacrificio, hubo un efecto de la dieta (F(1,73): 56,674; p<0,0001), de forma que los grupos 

alimentados con sacarosa ingirieron menos líquido que los grupos control  (Tabla 12).  

 Se observó un efecto del tamaño de camada (F(1,73): 77,767; p<0,0001) y de la 

dieta (F(1,73): 506,906; p<0,0001) sobre las Kcal medias consumidas al día procedentes 

del pienso desde el destete hasta el sacrificio, sin existir interacción entre ambos 

factores. Los grupos de ratas que recibieron sacarosa consumieron menos Kcal a través 

del pienso que aquellas de su mismo tamaño de camada que recibieron agua. En relación 

a la cantidad de Kcal medias totales consumidas al día (Kcal procedentes tanto de la 

comida sólida como de la bebida), se observó un efecto del tamaño de camada (F(1,73): 

41,847; p<0,0001) y de la dieta (F(1,73): 164,144; p<0,0001), sin existir interacción entre 
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ambos factores sobre esta variable. Las ratas de camadas de 4 crías consumieron más 

Kcal que sus controles, del mismo modo que ambos grupos de ratas que recibieron 

sacarosa ingirieron más Kcal que las que bebían agua (Tabla 12). 

 

12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua 

Sacarosa 

33% 

ANOVA 

1-vía 

Ingesta diaria media 

de comida sólida(g) 
18,1 ±  0,2 12,1 ±  0,2* 19,9 ±  0,3* 14,7 ± 0,1*#∞ p< 0,0001 

Líquido diario 

medio ingerido(ml) 
28,2 ±  0,5 22,5 ±  0,7* 29,0 ±  1,0 23,3 ±  0,6*# p< 0,0001 

Kcal procedentes 

del pienso 
52,6 ±  0,7 35,0 ±  0,5* 57,9 ±  0,9* 42,6 ± 0,3*#∞ p< 0,0001 

Kcal procedentes 

del pienso+líquido 
52,6 ±  0,7 64,7 ±  1,2* 57,9 ±  0,9* 73,3 ± 0,9*#∞ p< 0,0001 

Tabla 12. Ingesta media diaria de pienso (g), cantidad media diaria de líquido ingerido (ml) y 

kilocalorías (Kcal) consumidas desde el destete hasta el sacrificio en ratas macho procedentes de 

camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y alimentadas desde el destete hasta el sacrificio con 

pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. Los valores se muestran como 

media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente diferente respecto al grupo 

control (12CM); 
#
: significativamente diferente respecto al grupo 4CM; 

∞
: significativamente 

diferente respecto al grupo 12CMS. 

 

2.8. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 meses, 

desde el destete hasta el sacrificio, sobre el peso corporal y los depósitos de tejido 

adiposo y el músculo 

En el momento del sacrificio el peso corporal estaba afectado por el tamaño de 

camada (F(1,73): 17,063; p<0,0001) y por la ingesta de sacarosa (F(1,73): 38,898; p<0,001), 

de manera que las ratas de los grupos de 4 crías presentaban un mayor peso corporal que 

las de 12 crías alimentadas con el mismo tipo de dieta. Además, el peso corporal de los 

grupos alimentados con sacarosa era menor que el de los grupos que seguían una dieta 

normal (Figura 33). 

 

 

 

Figura 33. Peso en el momento de 

sacrificio en ratas macho procedentes 

de camadas de 12 ó 4 crías por madre 

(CM) y alimentadas desde el destete 

hasta el sacrificio con pienso de rata 

ad libitum y agua o una solución de 

sacarosa al 33% (S). ANOVA: F(3,73): 

22,821; p<0,0001. 
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No se observó un efecto significativo del tamaño de la camada en la cantidad de 

grasa subcutánea/100g peso corporal, pero sí de la ingesta de sacarosa, que incrementó 

la cantidad grasa subcutánea (F(1,51): 24,305; p<0,0001). Además, existió una 

interacción entre el tamaño de camada y la ingesta de sacarosa sobre la cantidad de 

grasa subcutánea (F(1,51): 5,365; p<0,03) (Figura 34A). Tanto los depósitos de grasa 

visceral como el peso de músculo sóleo/100 g peso corporal estaban afectados por el 

tamaño de la camada (GV: F(1,51): 9,280; p<0,005; músculo: F(1,51):  9,547 p<0,004) y 

por la dieta (GV: F(1,51): 70,09; p<0,0001; músculo: F(1,51):  42,417; p<0,0001) (Figura 

34B y 34C). La ingesta de sacarosa incrementó los niveles de grasa visceral en ambos 

grupos alimentados con sacarosa respecto a sus controles, siendo mayores en el grupo 

de 4CMS que en el de 12CMS. El peso del músculo sóleo estaba disminuido en los 

grupos que consumían sacarosa e incrementado en el grupo de 4CM respecto al 12CM.  

 

 

 Figura 34. Peso de la grasa subcutánea (A), visceral (B) y del músculo sóleo (C) (g) por 100 gramos 

de peso corporal en ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y 

alimentadas desde el destete hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución 

de sacarosa al 33% (S). ANOVA: GS: F(3,51): 21,940; p<0,0001; GV: F(3,51): 18,246; p<0,0001; M: 

F(3,51): 11,693; p<0.0001. *** =  p<0,0001. 

 

 

2.9. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 meses, 

desde el destete hasta el sacrificio, sobre los niveles séricos de hormonas metabólicas 

 En el momento del sacrificio, los niveles de leptina y de insulina se vieron 

afectados tanto por el tamaño de camada (leptina: F(1,28): 1,459; p<0,05; insulina: F(1,22): 

6,504; p<0,03) como por la ingesta de sacarosa (leptina: F(1,28): 15,087; p<0,02; 

insulina: F(1,22): 24,155; p<0,0001). En el caso de los niveles de insulina existió una 

interacción entre ambos factores (F(1,22): 14,951; p<0,002). El grupo 4CM presentó unos 

niveles de leptina incrementados con respecto al grupo 12CM. Los niveles séricos de 

A B C 
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ambas hormonas estaban incrementados en los grupos que ingerían azúcar con respecto 

a los grupos de su mismo tamaño de camada que no recibieron esta dieta. En el caso de 

los niveles de insulina, éstos estaban incrementados significativamente en el grupo 

4CMS con respecto al grupo 12CMS (Tabla 13). 

Los niveles séricos de ghrelina total se encontraban afectados por el tamaño de la 

camada (F(1,29): 8,606; p<0,008), estando disminuidos en ratas procedentes de camadas 

de 4 crías, con independencia del tipo de dieta que recibieran. Los niveles de ghrelina 

acilada también estaban afectados por el tamaño de camada (F(1,29): 5,635; p<0,03) y por 

la dieta (F(1,29): 8,001; p<0,01), estando disminuídos en los grupos de 4 crías con 

respecto a los de 12 crías e incrementados en los grupos que ingerían sacarosa con 

respecto a los grupos de su mismo tamaño de camada que bebían agua. Ni la 

sobrenutrición ni la dieta rica en sacarosa modificaron el porcentaje de acilación de esta 

hormona (Tabla 13).  

La ingesta de sacarosa incrementó significativamente los niveles séricos de 

adiponectina, con independencia del tamaño de camada (F(1,25): 30,498; p<0,0001) 

(Tabla 13). Los niveles de corticosterona no se vieron modificados ni por el tamaño de 

camada ni por la ingesta de sacarosa (Tabla 13). 
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12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua 

Sacarosa 

33% 
ANOVA 1-vía 

Insulina 

(ng/ml) 
0,99 ± 0,15 

1,14 ± 

0,13 
0,81 ± 0,04 

2,02 ± 

0,16*#∞ 
p< 0,001 

Leptina 

(ng/ml) 
2,8 ± 0,2 

5,9 ± 

0,5* 
4,2 ± 0,6* 5,3 ± 0,8*# p< 0,0001 

Ghrelina total 

(pg/ml) 

1801,7 ± 

209,5 

1840,0 ± 

262,9 

1045,9 ± 

37,1* 

1402,7 ± 

167,5*#∞ 
p< 0,05 

Ghrelina 

acilada (pg/ml) 

227,7 ± 

14,5 

328,8 ± 

32,5* 

182,9 ±   

22,2* 

240,5 ± 

34,1#∞ 
p<0,01 

Porcentaje 

acilación 
13,9 ± 1,9 19,3 ± 2,1 17,5 ± 2,0 18,2 ± 2,9 NS 

Adiponectina 

(ng/ml) 
51,9 ± 4,1 80,0 ± 5,0* 37,4 ± 5,7 71,9 ± 8,1# p< 0,0001 

Corticosterona 

(ng/ml) 

114,9 ± 

14,4 

139,9 ± 

8,4 

136,9 ± 

18,9 

132,9 ± 

15,0 
NS 

Tabla 13. Niveles de hormonas en suero de ratas  macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías 

por madre y alimentadas desde el destete y hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o 

una solución de sacarosa al 33%. Los valores se muestran como media ± error estándar de la media 

(e.e.m.). *: significativamente diferente respecto al grupo control (12CM). 
#
: significativamente 

diferente respecto al grupo 4CM; 
∞
: significativamente diferente respecto al grupo 12CMS. NS: no 

significativo. n=7. 

 

 

2.10. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

meses, desde el destete hasta el sacrificio, sobre los niveles séricos de colesterol, 

triglicéridos, ácidos grasos y proteínas totales 

Los niveles de triglicéridos en suero se vieron afectados por el tamaño de camada 

(F(1,23): 4,733; p<0,05), por la ingesta de sacarosa (F(1,23): 5,358; p<0,04) y por la 

interacción entre ambos factores (F(1,23): 30,479; p<0,0001), estando disminuidos en el 

grupo 4CM con respecto a los controles (12CM). La ingesta de sacarosa indujo una 

disminución en los niveles de triglicéridos en ratas procedentes de una camada de 

tamaño normal (12CMS), pero en ratas con sobrenutrición neonatal (4CMS) 

incrementaba dichos niveles (Tabla 14).  

Los niveles de LDL-colesterol séricos disminuyeron significativamente por la 

ingesta de sacarosa (LDL-colesterol: F(1,24): 9,673; p<0,006), mientras que los niveles de 

colesterol total y HDL-colesterol no se vieron afectados por estos factores (Tabla 14). 

Los niveles circulantes de ácidos grasos libres y de proteínas totales tampoco se 

vieron afectados ni por la sobrenutrición ni por la dieta de sacarosa (Tabla 14). 
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12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua Sacarosa 33% 

ANOVA 

1-vía 

Triglicéridos 

(ng/ml) 
95,3 ± 6,2 71,7 ± 7,3* 70,6 ± 9,3* 128,3 ± 6,2*#∞ p< 0,0001 

Colesterol 

(ng/ml) 
59,1 ± 2,8 51,1 ± 2,8 55,3 ± 2,4 51,5 ± 1,8 NS 

LDL(ng/ml) 32,2 ± 1,5 26,5 ± 1,6 29,6 ± 2,4 22,5 ± 1,5* p< 0,005 

HDL(ng/ml) 12,6 ± 1,4 18,9 ± 2,0 21,6 ± 2,3 18,4 ± 3,1 NS 

Ácidos grasos 

libres (mM) 
1,42 ± 0,12 1,17 ± 0,11 1,13 ± 0,09 1,10 ± 0,07 NS 

Proteínas totales 

(ng/ml) 
5,9 ± 0,1 5,8 ± 0,3 5,8 ± 0,1 5,5 ± 0,3 NS 

Tabla 14. Niveles de triglicéridos, colesterol, LDL, HDL, ácidos grasos libres y proteínas totales en 

suero en ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y alimentadas desde 

el destete hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. 

Los valores se muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente 

diferente respecto al grupo control (12CM); #: significativamente diferente respecto al grupo 4CM; 
∞
: significativamente diferente respecto al grupo 12CMS. NS: no significativo. n=6. 

 

2.11. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

meses, desde el destete hasta el sacrificio, sobre la morfología de los adipocitos 

viscerales 

El perímetro de los adipocitos del tejido adiposo visceral estaba afectado 

significativamente por el tamaño de camada (F(1,15): 244,514; p<0,0001) y por la ingesta 

de sacarosa (F(1,15): 18,001; p<0,002), existiendo interacción entre ambos factores 

(F(1,15): 32,424; p<0,0001). Todos los grupos presentaban adipocitos de un tamaño 

significativamente mayor que los controles (12CM). El grupo 4CMS tenía un mayor 

tamaño de adipocitos que el grupo 12CMS. No se observaron diferencias entre los 

grupos 4CM y 4CMS  (Figura 35). 

Además, existió una correlación positiva entre el tamaño de los adipocitos 

viscerales y los niveles séricos de leptina (R = 0,667; p<0,01). 

 

 



  Resultados 

 

 

 

86 

 

 
 

Figura 35. Perímetro (µm) de los adipocitos de la grasa visceral en ratas macho procedentes de 

camadas de 12 ó 4crías por madre (CM) y alimentadas desde el destete hasta el sacrificio con pienso 

de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33% (S). ANOVA: F(3,15): 98,313; p<0,0001. 

Imágenes del tejido visceral 40X. Escala 10 micras (μm). n=4. 
 

 

2.12. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

meses, desde el destete hasta el sacrificio, sobre los neuropéptidos implicados en la 

ingesta y el receptor de leptina 

 Los niveles de ARNm de NPY incrementaron por la ingesta de sacarosa, con 

independencia del tamaño de camada (F(1,22): 7,874; p<0,02) y los de AgRP estaban 

afectados por la interacción entre el tamaño de camada y la sacarosa (F(1,22): 5,367; 

p<0,04), con un incremento en respuesta a la sacarosa (Tabla 15). Los niveles de 

expresión de los neuropéptidos anorexigénicos POMC y CART no se vieron 

modificados por estos factores. Los niveles de orexina tampoco se modificaron 

significativamente (Tabla 15).   

 Los niveles de expresión del receptor de leptina (ObR) se vieron afectados por la 

ingesta de sacarosa (F(1,22): 5,388; p<0,04), de manera que el grupo 12CMS presentó 

unos niveles de expresión del receptor de leptina incrementados con respecto a los del 

grupo control (Tabla 15). 
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12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua Sacarosa 33% Agua Sacarosa 33% ANOVA 1-vía 

NPY 100 ± 6,7 135,0 ± 16,6* 79,7 ± 8, 3 111,7 ± 9,48# p< 0,04 

AGRP 100 ± 9,5 174,2 ± 26,1* 147,0 ± 3,2* 179,4 ± 14,9# p< 0,03 

POMC 100 ± 12,4 134,4 ± 20,7 129,9 ± 15,4 181,2 ± 22,6 NS 

CART 100 ± 7,4 134,0 ± 11,1 123,1 ± 19,1 122,1 ± 9,5 NS 

Orexina 100 ± 16,6 89,0 ± 13,3 84,3 ± 8,5 55,9 ± 6,4 NS 

ObR 100 ± 9,9 118,7 ± 4,5* 111,5 ± 17,4 116,9 ± 6,2 p< 0,04 

Tabla 15. Niveles relativos de mensajero de los neuropéptidos hipotalámicos implicados en la 

regulación de la ingesta y del receptor de leptina en el hipotálamo de ratas macho procedentes de 

camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y alimentadas desde el destete y hasta el sacrificio con 

pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. Los valores se muestran como 

media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente diferente respecto al grupo 

control (12CM). 
∞
: significativamente diferente respecto al grupo 12CMS. NS: no significativo. n=5. 

 

 

3. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de una dieta rica en sacarosa 

sobre los astrocitos y los transportadores de glucosa y de glutamato 

hipotalámicos 

3.1. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre los niveles de proteínas estructurales del hipotálamo  

 Los niveles proteicos de GFAP se encontraban incrementados en el grupo 4CM 

respecto al grupo control (12CM) (F(1,16): 12,420; p<0,04) y estaban afectados por la 

ingesta de la dieta rica en sacarosa (F(1,16): 5,340; p<0,04), la cual disminuyó los niveles 

de GFAP en ratas con sobrenutrición neonatal, sin observarse este efecto en las ratas 

control (las procedentes de camadas de 12 crías) (Tabla 16). Los niveles proteicos de β-

actina se encontraban incrementados en los grupos de 4 crías con independencia de la 

dieta que llevasen (F(1,16): 44,595; p<0,0001) (Tabla 16). Los niveles de vimentina 

estaban afectados significativamente por la interacción entre el tamaño de camada y la 

dieta (F(1,16): 23,283; p<0,001), encontrándose incrementados en ratas con 

sobrenutrición neonatal comparados con sus controles (12CM). La ingesta de sacarosa 

en ratas procedentes de camadas normales incrementó los niveles hipotalámicos de 

vimentina, mientras que en las ratas con sobrenutrición neonatal la ingesta de sacarosa 
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los disminuyó con respecto al grupo 4CM (Tabla 16). Existió una interacción entre el 

tamaño de camada y la ingesta de sacarosa en los niveles proteicos de PCNA en el 

hipotálamo (F(1,13): 5,603; p<0,04) (Tabla 16). 

 

 

12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua 

Sacarosa 

33% 
ANOVA 1-vía 

GFAP  100 ± 9,5 96,4 ± 7,9 146,6 ± 29,2* 88,3 ± 10,5# p< 0,04 

β-ACTINA  100 ± 4,9 100 ± 13,3 129,1 ± 2,9* 123,9 ± 2,5* p< 0,0001 

VIMENTINA  100 ± 7,1 232,4 ± 22,1* 197,2 ± 41,9* 122,8 ± 16,4# p< 0,001 

PCNA  100 ± 8,2 102,3 ± 7,9 113,0 ± 5,3 77,4 ± 7,7 NS 

Tabla 16. Niveles proteicos relativos de GFAP, β-actina, vimentina y PCNA medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre y alimentadas 

durante dos semanas con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. Los 

valores se muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente 

diferente respecto al grupo control (12CM); 
#
: significativamente diferente respecto al grupo 4CM. 

NS: no significativo. n=5. 

 

 

 

3.2. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 

semanas en la etapa adulta sobre los transportadores de glucosa y de glutamato del 

hipotálamo 

En el hipotálamo, tanto los niveles proteicos como los niveles de ARNm de los 

transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3 se encontraban incrementados por 

efecto de la sobrenutrición neonatal en los grupos de 4 crías, con independencia de la 

dieta (Niveles proteicos: GLUT-1: F(1,16): 14.470; p<0.003; GLUT-3: F(1,16): 10.893; 

p<0.01; ARNm: GLUT-1: F(1,17): 7,047; p<0,02; GLUT-3: F(1,17): 7,923; p<0,02). En el 

caso de GLUT-2 sus niveles proteicos se vieron afectados por la dieta (F(1,16): 11,661; 

p<0,006), existiendo una interacción entre el tamaño de camada y la ingesta de sacarosa 

en dichos niveles. Los niveles de mensajero de este transportador también se vieron 

afectados tanto por la dieta (F(1,17): 6,604; p<0,03), como por el tamaño de camada 

(F(1,17): 12,599; p<0,005), estando los niveles incrementados en los grupos alimentados 

con sacarosa y disminuídos en los grupos de 4 crías (Figura 36). 
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Figura 36. Niveles proteicos relativos de GLUT-1 (1A), GLUT-2 (2A) y GLUT-3 (3A) medidos por 

WB y niveles relativos de ARN mensajero de GLUT-1 (1B), GLUT-2 (2B) y GLUT-3 (3B) 

determinados por RT-PCR en el hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías 

por madre (CM) y alimentadas durante dos semanas con pienso de rata ad libitum y agua o una 

solución de sacarosa al 33% (S). ANOVA: niveles proteicos GLUT-1: F(3,16): 5,389; p<0,05; GLUT-

2: F(3,16): 5,004; p<0,05; GLUT-3: F(3,16): 4,034; p<0,05. ARNm GLUT-1: F(3,17): 2,607; p<0,05; 

GLUT-2: F(3,17): 5,548; p<0,05; GLUT-3: F(3,17): 3,489; p<0,05. n=5. 

 

Los niveles proteicos de GLAST incrementaron por efecto del tamaño de la 

camada (F(1,15): 5,65; p<0,04) y por la ingesta de sacarosa (F(1,15): 10,032; p<0,009). 

Además, existió una interacción entre ambos factores (F(1,15): 8,498; p<0,02) (Figura 

37A). Las dos isoformas de GLT-1 se vieron igualmente afectadas por el tamaño de 

camada (GLT-1.75: F(1,16): 19,988; p<0,002; GLT-1.51: F(1,16): 13,324; p<0,004) y por 

la ingesta de sacarosa (GLT-1.75: F(1,16): 10,471; p<0,008; GLT-1.51: F(1,16): 11,214; 

p<0,006), estando incrementados sus niveles en los grupos grupos de 4 crías y en los 

grupos alimentados con sacarosa  (Figura 37B y 37C). 
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Figura 37. Niveles proteicos relativos de GLAST (A) y de las dos isoformas de GLT-1(B,C) medidos 

por WB en el hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre (CM) y 

alimentadas durante dos semanas con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 

33% (S). ANOVA: GLAST: F(3,15): 9,622; p<0,01; GLT-1.75: F(3,16): 11,757; p<0,001; GLT-1.51: 

F(3,16): 10,267; p<0,001. n=5. 

 

Los niveles proteicos de glutamina sintetasa (GS) estaban modificados por la 

interacción entre el tamaño de camada y la dieta (F(1,16): 6,776; p<0,03), estando 

incrementados los niveles en los grupos 4CM y 12CMS respecto a los controles 12CM. 

Por el contrario, estaban disminuídos en el grupo 4CMS con respecto al grupo de 4CM 

sin sacarosa  (ANOVA 1-vía: F(3,16): 3,715; p<0,05; 12CM: 100 ± 2,4; 12CMS: 116,1 ± 

4,1; 4CM: 123,3 ± 5,7; 4CMS: 112,7 ± 7,9 % control). 

 

3.3. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 meses, 

desde el destete y hasta el sacrificio, sobre  proteínas estructurales del hipotálamo y 

sobre la morfología y número de los astrocitos hipotalámicos  

Los niveles proteicos de GFAP en el hipotálamo estaban incrementados en el 

grupo 4CM con respecto a los controles (F(1,22): 4,693; p<0,05). Además, existía un 

efecto de la sacarosa sobre los niveles de este marcador astrocitario, estando los niveles 

proteicos disminuidos en ambos grupos de ratas alimentadas con sacarosa con respecto 

a los grupos alimentados con dieta normal (F(1,22): 21,754; p<0,0001) (Tabla 17). Los 

niveles proteicos de β-actina se vieron afectados por la interacción entre el tamaño de 

camada y el azúcar (F(1,22): 23,800: p<0,0001), resultando en un incremento de los 

niveles de β-actina en el grupo 4CM con respecto al grupo 12CM y una disminución de 

los niveles de β-actina en el grupo 4CMS, respecto a los grupos 12CMS y 4CM  (Tabla 

17).  

B 

A 
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Los niveles de vimentina estaban afectados por la sobrenutrición neonatal (F(1,22): 

8,966; p<0,008) y por la interacción entre el tamaño de camada y la dieta (F(1,22): 

16,726; p<0,002), resultando en unos niveles incrementados en los grupos 12CMS y 

4CM, con respecto a al grupo control (Tabla 17). Los niveles de PCNA en el 

hipotálamo disminuyeron por efecto de la sacarosa, con independencia del tamaño de 

camada (F(1,22): 5,807; p<0,03)  (Tabla 17). 

 

12 crías/madre 4 crías/madre p 

Agua 
Sacarosa 

33% 
Agua 

Sacarosa 

33% 

ANOVA  

1-vía 

GFAP  100 ± 11,1 62,6 ± 6,6* 120,7 ± 5,2* 78,7 ± 2,6# p< 0,0001 

β-ACTINA  100 ±  4,2 119,6 ± 5,3 123,3 ± 7,1* 92,9 ± 2,8#∞ p< 0,001 

VIMENTINA  100 ± 1,5 119,0 ± 4,2 132,0 ± 3,8* 114,2 ± 7,0 p< 0,001 

PCNA  100 ± 4,9 86,2 ± 11,1* 106,2 ± 4,9 81,6 ± 2,1*# p< 0,05 

Tabla 17. Niveles proteicos relativos de GFAP, β-actina, vimentina y PCNA medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre y alimentadas desde 

el destete hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. 

Los valores se muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m.). *: significativamente 

diferente respecto al grupo control (12CM); #: significativamente diferente respecto al grupo 4CM; 
∞
: significativamente diferente respecto al grupo 12CMS. n=6. 

 

Al analizar la morfología y el número de astrocitos GFAP
+
 en el núcleo arcuato 

del hipotálamo, se observó un incremento en el número de astrocitos por campo (F(1,9): 

21,34; p<0,005) y un incremento en el número de proyecciones por astrocito (F(1,9): 

9,609; p<0,03) en las ratas con sobrenutrición neonatal y dieta normal. La dieta rica en 

sacarosa durante 2 meses disminuyó tanto el número de astrocitos (F(1,9): 38,475; 

p<0,002) como el número de proyecciones por astrocito (F(1,9): 74,79; p<0,0001). 

Además, en ambas variables existió interacción entre el tamaño de la camada y la dieta 

rica en sacarosa (número astrocitos: F(1,9): 28,225; p<0,002; número proyecciones: F(1,9): 

7,77; p<0,04). La longitud de las proyecciones también se modificó en estos animales, 

disminuyendo por la sobrenutrición neonatal (F(1,9): 6,507; p<0,05) y por la dieta rica en 

sacarosa (F(1,9): 12,96; p<0,02) (Figura 38).  
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Figura 38. Microfotografías de células inmunoreactivas para GFAP en el núcleo arcuato del 

hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías alimentadas desde el destete 

hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 33%. Escala 10 

micras (μm). Número de células GFAP
+
/campo, número de proyecciones/astrocito y longitud (µm) 

de las proyecciones en el núcleo arcuato del hipotálamo. ANOVA: Nº células GFAP
+
/campo F(3,9): 

34,157; p<0,0001. Nº proyecciones/célula: F(3,9): 35,618; p<0,0001; F(3,9): 5,55; p<0,05. n=4. 

 

 

3.4. Efecto de la sobrenutrición neonatal y de la ingesta de sacarosa durante 2 meses, 

desde el destete hasta el sacrificio, sobre los transportadores de glucosa y de 

glutamato en el hipotálamo 

Los niveles proteicos de los transportadores GLUT-1, GLUT-2 y GLUT-3 se 

vieron afectados por el tamaño de camada (GLUT-1: F(1,22): 16,863: p<0,002; GLUT-2: 

F(1,22): 9,912; p<0,006; GLUT-3: F(1,22): 14,684; p<0,002), estando incrementados en el 

grupo 4CM con respecto al grupo 12CM. Mientras que los niveles proteicos de GLUT-2 

se vieron afectados por la dieta (F(1,22): 6,439; p<0,03), siendo mayores sus niveles en el 

grupo de 4CM respecto al control y menores en ambos grupos alimentados con sacarosa 

respecto a sus controles, no se encontró efecto significativo de la dieta sobre los niveles 

B A C 



  Resultados 

 

 

 

93 

 

GLUT-1 y GLUT-3. Existó una interacción entre el tamaño de camada y la ingesta de 

sacarosa sobre los niveles de mensajero de GLUT-1 (F(1,22): 4,620; p<0,05) y GLUT-2 

(F(1,22): 6,666; p<0,03), estándo incrementados los niveles de mensajero de estos dos 

transportadores en el grupo de 12CMS y 4CM respecto al grupo control. En los niveles 

de ARNm de GLUT-3 no hubo diferencias significativas entre los grupos. (Figura 39).  

 

     
Figura 39. Niveles proteicos relativos de GLUT-1 (1A), GLUT-2 (2A) y GLUT-3 (3A) medidos por 

WB y niveles relativos de ARN mensajero de GLUT-1 (1B), GLUT-2 (2B) y GLUT-3 (3B) 

determinados por RT-PCR en el hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías 

por madre (CM) y alimentadas desde el destete hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y 

agua o una solución de sacarosa al 33% (S). ANOVA: niveles proteicos GLUT-1: F(3,22): 6,650; 

p<0,01; GLUT-2: F(3,22): 5,220; p<0,05;  GLUT-3: F(3,22): 5,988. ARNm GLUT-1: F(3,22): 3,327; 

p<0,05; GLUT-2: F(3,22): 3,996; p<0,05 GLUT-3: F(3,22): 2,382; ns: no significativo. n=6. 

 

Los niveles proteicos del transportador de glutamato GLAST estaban 

incrementados por la sobrenutrición neonatal (F(1,19): 6,915; p<0,04) y disminuídos por 

la sacarosa (F(1,19): 11,684; p<0,004). Además, existía una interacción entre ambos 

factores (F(1,19): 7,210; p<0,02)  (Figura 40A). En el caso del transportador de glutamato 

3A 3B 
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GLT-1, sus dos isoformas estaban afectadas por el tamaño de camada (GLT-1.75: 

F(1,22): 9.236; p<0.008; GLT-1.51: F(1,22):  8.463; p<0.01) (Figura 40B y 40C). Los 

niveles proteicos de glutamina sintetasa no se vieron afectados significativamente por 

estos parámetros (12CM: 100 ± 4,2; 12CMS: 90,1 ± 9,7; 4CM: 78,0 ± 4,4; 4CMS: 87,5 

± 7,9 % control).  

 

 
 

Figura 40. Niveles proteicos relativos de GLAST y de las dos isoformas de GLT-1  medidos por WB 

en el hipotálamo de ratas macho procedentes de camadas de 12 ó 4 crías por madre y alimentadas 

desde el destete hasta el sacrificio con pienso de rata ad libitum y agua o una solución de sacarosa al 

33% (S). ANOVA: GLAST: F(3,19): 6,357; p<0,01; GLT-1.75: F(3,22): 4,262; p<0,05; GLT-1.51: F(3,22): 

3,581; p<0,05. n=6. 
 

 

 

4. Efecto de la ghrelina y de la leptina sobre los astrocitos y los 

transportadores de glucosa y de glutamato hipotalámicos 

En los resultados descritos anteriormente se observaron cambios en los niveles 

circulantes de leptina y de ghrelina, hormonas implicadas en el metabolismo energético, 

razón por la cual se realizaron varios estudios para determinar el efecto de la 

administración de estas hormonas sobre las células gliales y los transportadores de 

glucosa y de glutamato. Igualmente, para determinar cómo un cambio fisiológico de los 

niveles circulantes de las hormonas metabólicas (ghrelina, leptina e insulina) afecta los 

niveles hipotalámicos de los transportadores de glucosa y de glutamato, se realizó el 

estudio de ratas Wistar sacrificadas tras 12 ó 24 horas de ayuno. 
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4.1. Efecto del ayuno  

4.1.1. Efecto del ayuno sobre los niveles séricos de hormonas metabólicas  

El ayuno indujo una disminución de los niveles circulantes de insulina y esta 

disminución alcanzó la significación estadística tras 24 horas de ayuno (F(2,28): 5,379; 

p<0,03). Igualmente, los niveles séricos de leptina disminuyeron por efecto de un ayuno 

de 12 y 24 horas (F(2,28): 130,360; p<0,0001) (Tabla 18). 

 Por el contrario, los niveles séricos de ghrelina total incrementaron por efecto del 

ayuno (F(2,19): 18,321; p<0,0001). No hubo diferencias en los niveles de ghrelina acilada 

entre los grupos, pero el ayuno de 12 horas disminuyó el porcentaje de acilación de esta 

hormona (F(2,19): 6,581; p<0,01) (Tabla 18). 

 

 Control Ayuno 12h Ayuno 24h ANOVA 1-vía 

Insulina (ng/ml) 1,01 ± 0,28 0,43 ± 0,15 0,19 ± 0,01* p < 0,03 

Leptina (ng/ml) 7,11 ± 0,43 0,95 ± 0,18* 1,32 ± 0,22* p < 0,0001 

Ghrelina total   

(pg/ml) 
729,6 ± 32,4 1174,4 ± 78,4* 854,0 ± 44,1# p < 0,0001 

Ghrelina acilada 

(pg/ml) 
195,7 ± 13,1 188,6 ± 20,9 186,1± 13,6 NS 

Porcentaje acilación 27,1 ± 2,1 16,8 ± 2,7* 22,2 ± 1,0 p < 0,01 

Tabla 18. Niveles de insulina, leptina, ghrelina total, ghrelina acilada y porcentaje de acilación de 

ghrelina en el suero de las ratas macho sacrificadas después de 12 ó 24 horas de ayuno o con 

comida ad libitum (grupo control). Los valores se muestran como media ± error estándar de la 

media (e.e.m.). ANOVA: *: significativamente diferente respecto al grupo control; 
#
: 

significativamente diferente comparado con el grupo de ayuno 24 horas. NS= no significativo. n=7. 
 
 

4.1.2. Efecto del ayuno sobre las proteínas estructurales y los transportadores de 

glucosa y de glutamato hipotalámicos 

Se analizaron los niveles hipotalámicos de distintos marcadores gliales y de 

proliferación celular por Western blotting y se observó que el ayuno incrementó los 

niveles de GFAP (Ct: 100 ± 3,3; ayuno 12h: 110,1 ± 1,5; ayuno 24h: 117,5 ± 5,3 % 

control. F(2,17): 5,528; p<0,02). Por el contrario, el ayuno disminuyó los niveles 

proteicos de vimentina (Ct: 100 ± 10,4; ayuno 12h: 50,6 ± 8,2; ayuno 24h: 48,8 ± 13,10 

% control. F(2,17): 7,230; p<0,007). Los niveles de PCNA incrementaron tras 24 horas de 

ayuno (Ct: 100 ± 2,7; ayuno 12h: 100,1 ± 5,0; ayuno 24h: 112,8 ± 2,4 % control. F(2,17): 
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4,198; p<0,04). Los niveles proteicos de β-actina no se modificaron (Ct: 100 ± 7,6; 

ayuno 12h: 107,1 ± 9,5; ayuno 24h: 94,8 ± 4,5 % control). 

 El ayuno incrementó significativamente los niveles proteicos de GLUT-1 (F(2,17): 

9,587; p<0,003) y GLUT-3 (F(2,17): 5,412; p<0,02) en el hipotálamo. Por el contrario, los 

niveles hipotalámicos de GLUT-2 disminuyeron por efecto del ayuno (F(2,17): 5,999; 

p<0,02) (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Niveles proteicos relativos de GLUT-1 (A), GLUT-2 (B) y GLUT-3 (C) medidos por WB 

en el hipotálamo de ratas macho sacrificadas después de 12 ó 24 horas de ayuno o con comida ad 

libitum (grupo control). ANOVA: #: p < 0,05; *: p < 0,01. n=6. 

  

 El ayuno incrementó los niveles del transportador de glutamato GLAST (F(2,17): 

12,581; p<0,002) (Figura 42), pero modificó los niveles de las dos isoformas de GLT-1 

(GLT-1.51: Ct: 100 ± 4,5; ayuno 12h: 102,4 ± 4,9; ayuno 24h: 109,5 ± 6,5 % control; 

GLT-1.75: Ct: 100 ± 7,2; ayuno 12h: 93,7 ± 6,4; ayuno 24h: 106,5 ± 11,7 % control). 

Los niveles de GS tampoco se vieron modificados por el ayuno (Ct: 100 ± 4,6; ayuno 

12h: 98,2 ± 4,5; ayuno 24h: 96,4 ± 3,4 % control). 

 

 

 

Figura 42. Niveles proteicos relativos de 

GLAST medidos por WB en el hipotálamo de 

ratas macho sacrificadas después de 12 ó 24 

horas de ayuno o con comida ad libitum 

(grupo control). ANOVA: **: p < 0,001. n=6.  
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4.2. Efecto de la exposición central y crónica de ghrelina 

4.2.1. Efecto de la administración central y crónica de ghrelina sobre la ingesta, el 

peso corporal y los depósitos de grasa y músculo 

Se registraron las variaciones de peso corporal que experimentaron las ratas con el 

tratamiento, desde el momento de la implantación de las bombas osmóticas hasta el 

sacrificio. El grupo de ratas tratadas con ghrelina con acceso a la comida ad libitum (a 

partir de ahora denominado grupo ghrelina, (G), presentó una ganancia de peso mayor 

que las ratas control y que aquellas a las que se trató también con ghrelina pero que 

fueron sometidas a una restricción de la ingesta, limitándola a la cantidad consumida 

por los controles (a partir de ahora, ghrelina pair-fed, G pair-fed ) (F(2,34): 6,664; 

p<0,005) (Tabla 19). Además, la ingesta media diaria estaba incrementada en el grupo 

tratado con ghrelina con respecto a los controles y al grupo de ghrelina pair-fed (F(2,15): 

17,416; p<0,0001) (Tabla 19).  

Las ratas del grupo ghrelina presentaron mayores depósitos de grasa subcutánea y 

visceral que las ratas control (valores referidos al peso corporal de la rata) (GSC: F(2,28): 

12,147; p<0,0001; GV: F(2,28): 6,854; p<0,005). El grupo ghrelina pair-fed también 

presentó unos niveles de grasa visceral incrementados con respecto a las ratas control. 

Sin embargo, los depósitos de grasa subcutánea eran similares a los de los controles, sin 

detectarse el incremento observado en el grupo de ghrelina con comida ad libitum 

(Tabla 19).  

 

 Control Ghrelina Ghrelina pair-fed ANOVA 

Δ Peso (g) 30,1  4,5 51,4  5,7*# 26,6  4,0 p<0,005 

Ingesta 24h 46,9  1,3 55,2  1,7*# 43,2 0,8 p<0,0001 

Peso grasa subcutánea/peso 

corporal (g) 
0,4  0,03 0,6  0,05*# 0,3 0,03 p<0,0001 

Peso grasa visceral/peso 

corporal (g) 
1,0  0,07 1,4 0,13* 1,4 0,06* p<0,005 

Tabla 19. Incremento de peso corporal, ingesta media diaria y peso de la grasa subcutánea y 

visceral en ratas tratadas durante 14 días con ghrelina icv. Los valores se muestran como media ± 

error estándar de la media (e.e.m.). ANOVA *: significativamente diferente respecto al grupo 

control; 
#
: significativamente diferente comparado con el grupo ghrelina pair-fed.  
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4.2.2. Efecto de la administración central y crónica de ghrelina sobre los niveles 

séricos de hormonas metabólicas y sobre los neuropéptidos hipotalámicos implicados 

en la ingesta 

Los niveles de glucosa en sangre en el momento de sacrificio no se encontraron 

modificados por el tratamiento con ghrelina (Tabla 20), el cual tampoco incidió en los 

niveles de insulina y adiponectina en suero (Tabla 20).  

El grupo de ratas tratadas con ghrelina presentó mayores niveles circulantes de 

leptina que el grupo control y que el grupo de ghrelina pair-fed (F(2,19): 7,169; p<0,006) 

(Tabla 20). Los niveles séricos de ghrelina total estaban incrementados en ambos grupos 

tratados con ghrelina con respeto al grupo control, sin encontrar diferencias entre el 

grupo con comida ad libitum y el grupo pair-fed (F(2,36):8,501; p<0,001). El porcentaje 

de acilación de esta hormona no se vio afectada por el tratamiento (Tabla 20). 

 

 Control Ghrelina Ghrelina pair-fed ANOVA 

Glucemia (mg/dl) 92,7  2,2 95,6  2,2 87,4  3,3 NS 

Insulina (ng/ml) 1,9  0,3 2,8  0,4 2,1  0,3 NS 

Leptina (ng/ml) 4,9  0,7 10,3  1,7*# 4,9  0,6 p <0,005 

Adiponectina (ng/ml) 31,3  2,8 42,3  5,2 39,4  4,8 NS 

Ghrelina total(GT) 

(pg/ml) 
1444,7  128,7 2271,1  228,5* 3237,1  580,5* p < 0,004 

Ghrelina acilada(GA) 

(pg/ml) 
129,6 9,4 168,5  33,6 218,5  51,76 NS 

Ratio GA / GT (%) 9,9  1,0 7,4  1,0 8,5  2,0 NS 

Tabla 20. Variación de los niveles de glucosa en sangre y niveles de insulina, leptina, adiponectina, 

ghelina total, ghrelina acilada y porcentaje de acilación de ghrelina en el suero de las ratas tratadas 

durante 14 días con ghrelina icv. Los valores se muestran como media ± error estándar de la media 

(e.e.m.). ANOVA: *: significativamente diferente respecto al grupo control; 
#
: significativamente 

diferente comparado con el grupo ghrelina pair-fed.  NS= no significativo. Glucemia: realizado a 

todos los animales del estudio. Hormonas: n=8. 
 

 

 El tratamiento no tuvo ningún efecto sobre la expresión génica de los 

neuropéptidos hipotalámicos implicados en el metabolismo energético, ni sobre los 

orexigénicos: NPY (Ct: 100 ± 2,9; G: 92,8 ± 3,7; G pair-fed: 97,2 ± 11,3 % control) y 

AgRP (Ct: 100 ± 5,8; G: 124,6 ± 8,6; G pair-fed: 106,5 ± 16,9 % control) ni sobre los 
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anorexigénicos: POMC (Ct: 100 ± 10,1; G: 118,4 ± 7,2; G pair-fed: 80,7 ± 14,7 % 

control) y CART (Ct: 100 ± 6,7; G: 125,6 ± 6,4; G pair-fed: 102,4 ± 10,9 % control) . 

 

4.2.3. Efecto de la administración central y crónica de ghrelina sobre las proteínas 

estructurales y sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en el hipotálamo 

Se analizaron los niveles proteicos hipotalámicos de distintos marcadores gliales y 

de proliferación celular (GFAP, vimentina, PCNA y β-actina) por Western blotting y se 

observó que la administración de ghrelina, con independencia de la restricción o no de 

comida suministrada a las ratas, disminuyó los niveles de GFAP (Ct: 100 ± 5,1; G: 62,4 

± 4,2; G pair-fed: 52,7 ± 13,6 % control. F(2,11): 10,378; p<0,004), sin existir diferencias 

significativas entre ambos grupos tratados con ghrelina. La ghrelina no modificó los 

niveles de vimentina (Ct: 100 ± 16,1; G: 133,8 ± 11,6; G pair-fed: 137,6 ± 33,9 % 

control), de PCNA (Ct: 100 ± 10,6; G: 115,1 ± 4,2; G pair-fed: 130,5 ± 10,2 % control) 

o de β-actina (Ct: 100 ± 13,6; G: 73,5 ± 10,6; G pair-fed: 101,8 ± 16,5 % control) en el 

hipotálamo. 

 El tratamiento con ghrelina tampoco modificó los niveles proteicos de GLUT-1 en 

el hipotálamo (Ct: 100 ± 6,2; G: 122,5 ± 6,6;  G pair-fed: 130,1 ± 15,9), sin embargo 

disminuyó los niveles de GLUT-2 y GLUT-3 en ratas tratadas con ghrelina y 

alimentadas con comida ad libitum (GLUT-2: F(2,13): 4,887; p<0,04; GLUT-3: F(2,13): 

5,609; p<0,03). Los niveles de GLUT-2 y GLUT-3 en el grupo pair-fed no cambiaron 

con respecto a los controles (Figura 43).  

 

 

 

Figura 43. Niveles proteicos relativos de GLUT-2 (A) y GLUT-3 (B) medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho tratadas con durante 14 días con ghrelina icv y comida ad libitum (G) ó 

con restricción de comida (pair-fed). ANOVA: #: p < 0,05; *: p < 0,01. Ct y G: n=6; G pair-fed: n=4. 
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El tratamiento central y crónico con ghrelina incrementó los niveles de los 

transportadores de glutamato analizados en el grupo de ratas con comida ad libitum  

(GLAST: F(2,13): 14,690; p<0,002; GLT-1.51: F(2,13): 4,572; p<0,04; GLT-1.75: F(2,13): 

7,202; p<0,02), sin observarse este efecto en el grupo de ghrelina pair-fed (Figura 44).  

 

 
 

Figura 44. Niveles proteicos relativos de GLAST (A) y GLT-1 (B y C) medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho tratadas durante 14 días con ghrelina icv y comida ad libitum (G) ó con 

restricción de comida (pair-fed). ANOVA: #: p < 0,05; *: p < 0,01. Ct y G: n=6; G pair-fed: n=4. 

 

 

 

4.3. Efecto de la administración central y aguda de ghrelina 

4.3.1. Efecto de la administración central y aguda de ghrelina sobre la ingesta, el 

peso y los niveles séricos de hormonas metabólicas 

 El tratamiento central con ghrelina durante 1 hora no modificó la ganancia de peso 

de estos animales, representada como la diferencia de peso entre el peso anterior y 

posterior al tratamiento (Ct: -0,5  0,8; G: -0,9  0,8 g). La ingesta de las ratas durante 

esta hora tampoco se vio modificada (Ct: 1,3  0,5; G: 1,0  0,3 g). 

 La glucemia de estos animales, determinada en el momento del sacrificio, no se 

vio modificada por el tratamiento, al igual que tampoco se modificaron los niveles de 

insulina o leptina por la administración de ghrelina (Tabla 21). Sin embargo, el 

tratamiento agudo con ghrelina incrementó significativamente los niveles circulantes de 

ghrelina total, sin modificar significativamente los niveles ghrelina acilada, 

disminuyendo el porcentaje de acilación de esta hormona (Tabla 21). 
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 Control Ghrelina p 

Glucemia (mg/dl)  97,4  2,5  90,4  4,2  NS 

Insulina (ng/ml)  3,2  0,6  2,7   0,4  NS 

Leptina (ng/ml)  4,2  0,5  3,6  0,2  NS 

Ghrelina total(GT) 

(pg/ml)  
1296,6  115,6  4130,8  785,4*  p < 0,0001 

Ghrelina acilada(GA) 

(pg/ml)  
181,0  15,6  238,4  30,1 NS 

Ratio GA / GT (%)  14,1  1,0  6,6  2,2 * p < 0,007 

Tabla 21. Variación de los niveles de glucosa en sangre y niveles de insulina, leptina, ghrelina total, 

ghrelina acilada y porcentaje de acilación de ghrelina en el suero de las ratas tratadas con salino 

(control) o con ghrelina icv y sacrificadas una hora después de la administración. Los valores se 

muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m.). T-Student: *: significativamente 

diferente respecto al grupo control; NS= no significativo. Glucemia: realizado a todos los animales 

del estudio. Hormonas: n=8. 
 

 

4.3.2. Efecto de la administración central y aguda de ghrelina sobre las proteínas 

estructurales y sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en el hipotálamo 

La administración central y aguda de ghrelina no modificó los niveles de GFAP 

en el hipotálamo (Ct: 100 ± 2,9; G: 101,6 ± 2,6 % control). Tampoco modificó los 

niveles de GLUT-1 (Ct: 100 ± 8,0; G: 89,8 ± 10,2 % control), pero disminuyó los 

niveles de GLUT-2 (p<0,001) y GLUT-3 (p<0,05) (Figura 45). 

 

 

Figura 45.  Niveles proteicos relativos de GLUT-2 (A) y GLUT-3 (B) medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho tratadas con salino (ct) o con ghrelina (G) icv y sacrificadas tras una 

hora de tratamiento. T-Student #: p < 0,05; **: p < 0,001. n=4. 

  

 Los niveles de GLAST y de la isoforma de 55 kDa de GLT-1 incrementaron tras 

una hora de tratamiento con ghrelina (p<0,05) (Figura 46). La isoforma de 75 kDa de 

GLT-1 no se vio modificada por la ghrelina (Ct: 100 ± 11,6; G: 108,6 ± 12,7 % control). 

A B 



  Resultados 

 

 

 

102 

 

 

Figura 46. Niveles proteicos relativos de GLAST (A) y GLT-1.51 (B) medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho tratadas con salino (ct) o con ghrelina (G) icv y sacrificadas tras una 

hora de tratamiento. T-Student  #: p < 0,05. n=4. 
 

 

4.4. Efecto de la ghrelina sobre los transportadores de glucosa en la línea neuronal 

hipotalámica RCA-6 

 Los niveles de expresión de NPY en esta línea neuronal se encontraban 

incrementados tras 24 horas de tratamiento con ghrelina (ANOVA 1 vía: F(2,11): 10,572; 

p<0,005; Ct0: 100 ± 12,5; Ct24h: 103,9 ± 7,7; G24h: 155,1 ± 7,2 % control; F(1,11): 

12,057; p<0,005). Igualmente, los niveles de GLUT-1 incrementaron significativamente 

por efecto de la ghrelina (F(1,6): 15,448; p<0,03). Sin embargo, el tratamiento no 

modificó los niveles de GLUT-3 (Figura 47). GLUT-2 no fue detectado en estas células. 

 

 

Figura 47. Niveles proteicos relativos de GLUT-1 (A) y GLUT-3 (B) medidos por WB en cultivo 

neuronal en presencia de ghrelina (50 nM) tras 24 horas de cultivo. Los valores se muestran como 

media de tres experimentos independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a 

los cultivos control (0h). ANOVA: #: p<0,05. ns: no significativo. n=3. 
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4.5. Efecto de la ghrelina sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en 

cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos 

En los cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos no se detectó el receptor de 

ghrelina GHS-R1a, ni en condiciones basales ni en respuesta a la ghrelina, por RT-PCR. 

 Los niveles proteicos de GFAP incrementaron tras 24 horas de tratamiento con 

ghrelina (ANOVA 1 vía: F(2,8): 7,779; p<0,01; Ct0: 100 ± 6,1; Ct24h: 94,0 ± 8,7; G24h: 

149,2 ± 16,2 % control; F(1,8): 12,057; p<0,005). Sin embargo, los niveles proteicos de 

vimentina no se modificaron (Ct0: 100 ± 0,5; Ct24h: 115,7 ± 13,2; G24h: 122,6 ± 16,4 

% control). 

Los niveles de ARNm de GLUT-1 se vieron afectados por el tiempo de cultivo 

(F(1,8): 17,047; p<0,01), sin observarse efecto de la ghrelina, ya que los niveles de 

expresión de este transportador no presentaron diferencias con respecto al control a 24 

horas (ANOVA 1 vía: F (2,8): 9,997; p<0,05; Ct0: 100 ± 0,7; Ct24h: 161,4 ± 18,1; G24h: 

152,8 ± 1,9 % control). La ghrelina tampoco modificó los niveles de ARNm de GLUT-

3 (Ct0: 100 ± 4,2; Ct24h: 113,4 ± 12,4; G24h: 102,4 ± 5,4 % control). Sin embargo, el 

tiempo incrementó los niveles de ARNm de GLUT-2 (ANOVA 1 vía: F(2,8): 9,192; 

p<0,05; Ct0: 100 ± 1,6; Ct24h: 226,6 ± 37,7; G24h: 197,9 ± 3,9 % control; F(1,8): 

16,720; p<0,01). Mientras que GLUT-1 y GLUT-3 no fueron detectados por Western 

blotting, los niveles proteicos del transportador de glucosa GLUT-2 incrementaron por 

efecto de la ghrelina (F(1,8): 30,922; p<0,002)  (Figura 48). 

 

 
 

 

 

La ghrelina no modificó los niveles del transportador de glutamato GLT-1 (Figura 

49A y 49B). Sin embargo, los niveles proteicos de GLAST incrementaron por efecto de 

Figura 48. Niveles proteicos relativos de GLUT-2 

medidos por WB en cultivo primario de astrocitos 

hipotalámicos en presencia de ghrelina (100 nM) 

tras 24 horas de cultivo.  

Los valores se muestran como media de tres 

experimentos independientes, realizados en 

duplicado y normalizados con respecto a los 

cultivos control (0h). ANOVA: *: p<0,01. n=4. 
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la  ghrelina tras 24 horas de exposición a la misma (Ghrelina: F(1,6): 30,922; p<0,002) 

(ANOVA 1 vía: F(2,8): 7,276; p<0,05) (Figura 49C). 

 

 

 

Figura 49. Niveles proteicos relativos de GLT-1 (A,B) y GLAST (C) medidos por WB en cultivo 

primario de astrocitos hipotalámicos en presencia de ghrelina (100 nM) tras 24 horas de cultivo. 

Los valores se muestran como media de tres experimentos independientes, realizados en duplicado 

y normalizados con respecto a los cultivos control (0h). ANOVA: #:p<0,05. ns: no significativo. n=4. 

 

 

Tanto los niveles como la localización de GLUT-2 y de GLAST en los astrocitos 

hipotalámicos se vieron afectados por el tratamiento con ghrelina, tal y como se observó 

en las inmunocitofluorescencias realizadas (Figura 50).  

 

 

 

Figura 50. Microfotografías representativas de doble inmunocitoquímica para la proteína 

vimentina en rojo () y los transportadores GLUT-2 (fila superior) o GLAST (fila inferior), 

marcadas en verde () en cultivo primario de astrocitos hipotalámicos. A y D: cultivos control 

tiempo 0; B y E: cultivos control tiempo 24h; C y F: cultivos con ghrelina (100 nM) 24h. Escala 

(fotografías A-F): 10 m. 
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4.6. Efecto de la ghrelina sobre el transportador de glucosa GLUT-2 y el 

transportador de glutamato GLAST en la línea celular de astrocitoma C6 

Tras observar que la ghrelina incrementaba los niveles totales de GFAP en estas 

células (F(2,5): 13,342; p<0,04; Ct0: 100 ± 8,8; Ct24h: 102,4 ± 7,8; G24h: 146,7 ± 4,1 % 

control) y que no modificaba los niveles de vimentina (Ct0: 100 ± 5,1; Ct24h: 107,9 ± 

12,6; G24h: 94,7 ± 10,6 % control), se determinó el efecto de la ghrelina sobre los 

niveles totales de GLUT-2 y GLAST en estas células. Además, se investigó si la 

localización celular de estos transportadores se vio modificada por el tratamiento, 

analizando los niveles de ambos transportadores en la membrana plasmática. Este 

estudio no se pudo realizar en cultivos primarios debido a la gran cantidad de células 

requeridas para el mismo. 

La ghrelina incrementó los niveles proteicos totales de GLUT-2 (F(2,5): 31,475; 

p<0,0001) y GLAST (F (2,5): 10,977; p<0,05) en estas células. Los niveles de estos 

transportadores en la membrana plasmática también se encontraban incrementados por 

efecto de la ghrelina (GLUT-2: F(2,5): 14,269; p<0,03; GLAST: F(2,5): 198,372; 

p<0,002). GAPDH no se detectó en la fracción membrana (Figura 51). 

 

Figura 51. Niveles proteicos de GLUT-2 (1) y GLAST (2), fracción total (A) y de membrana (B), 

medidos por WB en cultivo de astrocitoma en presencia de ghrelina (100 nM) tras 24 horas de 

cultivo. Los valores se muestran como media de dos experimentos independientes, realizados en 

duplicado y normalizados con respecto a los cultivos control (0h). ANOVA: #: p<0,05. 

1A 1B 
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4.7. Efecto de la administración central y crónica de leptina 

4.7.1 Efecto de la administración central y crónica de leptina sobre el peso corporal y 

los niveles séricos de hormonas metabólicas 

Las ratas tratadas con leptina presentaron una disminución del peso corporal 

durante los 14 días que duró el tratamiento (Ct: 16,7 3,7; leptina: 2,2  5,7 g; p < 

0,05). Las ratas tratadas con leptina tendían a presentar niveles circulantes de leptina 

mayores que los controles, pero esta diferencia no alcanzó la significación estadística 

(Tabla 22). El tratamiento con leptina tampoco indujo alteraciones significativas en los 

niveles circulantes de glucosa, insulina o ghrelina (total, acilada y ratio GA/GT) (Tabla 

22). 

Los niveles circulantes de leptina no correlacionaron ni con el cambio de peso ni 

con los niveles circulantes de ghrelina (total, acilada ni con el porcentaje de acilación). 

Sin embargo, hubo una correlación negativa entre la ganancia de peso y los niveles de 

ghrelina acilada (R = 0,893, p< 0,001) y el porcentaje de acilación (R = 0,859, p< 

0,0001), pero no con los niveles de ghrelina total (R = 0,056, p > 0,05). 

 

 

 
Control Leptina T-Student 

Glucemia (mg/dl) 92,9  2,4 93,0  1,2 NS 

Insulina (ng/ml) 1,03  0,29 0,89  0,45 NS 

Leptina (ng/ml) 4,34  1,06 7,47  4,57 NS 

Ghrelina total (GT) 

(pg/ml) 
1593,5  263,7 1642,3  240,8 NS 

Ghrelina acilada 

(GA) (pg/ml) 
285,8  41,4 346,9  96,6 NS 

Ratio GA / GT (%) 16,2  1,5 20,7  8,4 NS 

Tabla 22. Niveles de glucosa en sangre y niveles de insulina, leptina, ghrelina total, ghrelina acilada 

y porcentaje de acilación de ghrelina en el suero de ratas tratadas durante 14 días con salino 

(control) o leptina icv. Los valores se muestran como media ± error estándar de la media (e.e.m). 

NS: no significativo. n=6. 

 

4.7.2. Efecto de la administración central y crónica de leptina sobre las proteínas 

estructurales y sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en el hipotálamo 

La administración de leptina (L) incrementó los niveles de GFAP (Ct: 100 ± 7,1; 

L: 132,4 ± 7,0 % control; p<0,05) y de vimentina (Ct0: 100 ± 5,9; L: 287,0 ± 66,7 % 

control; p< 0,02) y disminuyó los niveles de β-actina (Ct: 100 ± 3,6; L: 64,1 ± 8,1 % 
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control; p<0,01) y PCNA (Ct0: 100 ± 5,5; L: 65,2 ± 3,8 % control; p<0,001) en el 

hipotálamo.  

El tratamiento con leptina resultó en una disminución significativa de los niveles 

proteicos de GLUT-3 en el hipotálamo (Figura 52A; p<0,02), sin ejercer ningún efecto 

sobre GLUT-1 (Ct: 100 ± 12,2; L: 87,6 ± 12,8% control) ni GLUT-2 (Ct: 100 ± 11,6; L: 

74,5 ± 4,5 % control). La administración central de leptina tampoco modificó los 

niveles del transportador de glutamato GLT-1 (GLT-1.75: Ct: 100 ± 6,6; L: 108,7 ± 6,7 

% control; GLT-1.51: Ct: 100 ± 2,5; L: 94,6 ± 3,6 % control), pero indujo una 

disminución significativa en los niveles de GLAST con respecto a los controles (Figura 

52B; p<0,0001).  

 

 

Figura 52.  Niveles proteicos relativos de GLUT-3 (A) y GLAST (B) medidos por WB en el 

hipotálamo de ratas macho tratadas durante 14 días con salino (ct) o leptina (L) icv. T-Student: #: p 

< 0,05; ***: p < 0,0001. n=6. 

 

4.8. Efecto de la leptina sobre los transportadores de glucosa en la línea neuronal 

hipotalámica RCA-6 

Los niveles de expresión de NPY en esta línea neuronal se encontraban 

incrementados tras 24 horas de tratamiento con leptina (ANOVA 1 vía: F(2,11): 33,056; 

p<0,0001; Ct0: 100 ± 16,3; Ct24h: 107,5 ± 4,0; L24h: 202,9 ± 10,1 % control; 

F(1,11):48,399; p<0,0001). El tratamiento no tuvo efecto sobre los niveles del 

transportador GLUT-1 en esta línea neuronal (Ct0: 100 ± 5,2; Ct24h: 131,0 ± 15,3, 

L24h: 162,3 ± 24,1). Sin embargo, la leptina disminuyó los niveles del transportador de 

glucosa GLUT-3 tras 24 horas de exposición al tratamiento, con respecto a los controles 

a tiempo 0 (F(1,6): 5,768; p<0,04) (Figura 53). 
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Figura 53. Niveles proteicos relativos de GLUT-1 y GLUT-3 medidos por WB en cultivo neuronal 

en presencia de leptina (10 ng/ml) tras 24 horas de cultivo. Los valores se muestran como media de 

tres experimentos independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los 

cultivos control (0h). ANOVA: GLUT-3: #: p<0,05. ns: no significativo. n=3.  
 

4.9. Efecto de la leptina sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en 

cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos 

Tras 24 horas de tratamiento con leptina (100 ng/ml) los niveles de ARNm del 

receptor de leptina y de GFAP incrementaron significativamente en los astrocitos 

primarios hipotalámicos (ObR: F: 4,282; p<0,05; Ct24h: 100 ± 5,5; L24h: 138,3 ± 14,9 

% control; GFAP: F(2,8): 7,673; p<0,01; Ct0: 100 ± 4,9; Ct24h: 50,7 ± 8,7; L24h: 148,3 

± 7,2; F(1,8): 10,158; p<0,01). Los niveles proteicos de vimentina no se modificaron 

(Ct0: 100 ± 12,2; Ct24h: 60,1 ± 23,7; L24h: 95,7 ± 34,2). 

Los niveles de ARNm de GLUT-1 no se vieron afectados por el tratamiento, pues 

los niveles de expresión de este transportador no presentaron diferencias con respecto al 

control a 24 horas (Ct0: 100 ± 3,5; Ct24h: 153,9 ± 11,5; L24h: 139,3 ± 9,7 % control). 

La leptina no modificó los niveles de expresión de GLUT-2 (Ct0: 100 ± 6,9; Ct24h: 

161,6 ± 53,0; L24h: 110,7 ± 28,4 % control) o GLUT-3 (Ct0: 100 ± 2,6; Ct24h: 105,5 ± 

4,5, L24h: 100,9 ± 14,8 % control). Los niveles proteicos de GLUT-2 tampoco 

estuvieron afectados por el tratamiento (Ct0: 100 ± 4,2; Ct24h: 101,4 ± 6,6; L24h: 95,3 

± 10,6 % control). Los niveles proteicos de las dos isoformas del transportador de 

glutamato GLT-1 disminuyeron por el tratamiento con leptina (GLT-1.75: F(1,15): 6,037; 

p<0,03; GLT-1.51: F(1,15): 29,518; p<0,0001), pues tras 24 horas de tratamiento los 

niveles de GLT-1 estaban reducidos respecto al control a tiempo 0 y a 24 horas (Figura 

54A y 54B). La leptina también disminuyó los niveles de GLAST respecto al nivel de 

los controles a tiempo 0 y 24 horas (F(1,15): 6,998; p<0,03) (Figura 54C). 
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Figura 54. Niveles proteicos relativos de GLT-1 (A,B) y GLAST (C) medidos por WB en cultivo 

primario de astrocitos hipotalámicos en presencia de leptina (100 ng/ml) tras 24 horas de cultivo. 

Los valores se muestran como media de tres experimentos independientes, realizados en duplicado 

y normalizados con respecto a los cultivos control (0h). ANOVA: #: p<0,05; ***:p<0,0001. n=3. 

 

Tanto los niveles como la localización de GLUT-2 y de GLAST en los astrocitos 

hipotalámicos se vieron afectados por el tratamiento con leptina, tal y como se observó 

en las inmunocitofluorescencias realizadas (Figura 55).  

 

 
 

Figura 55. Microfotografías representativas de doble inmunocitoquímica para la proteína 

vimentina en rojo () y los transportadores GLUT-2 (fila superior) o GLAST (fila inferior), 

marcadas en verde () en cultivo primario de astrocitos hipotalámicos. A y D: cultivos control 

tiempo 0; B y E: cultivos control tiempo 24h; C y F: cultivos con leptina (100 ng/ml) 24h. Escala 

(fotografías A-F): 10 µm.  

 

 

4.10. Determinación de los niveles de glutamato liberado al medio en cultivos 

primarios de astrocitos hipotalámicos  

Se midieron los niveles de glutamato en el medio de cultivo de los astrocitos 

tratados 24 horas con leptina o con ghrelina. La ghrelina disminuyó y la leptina 

incrementó los niveles de glutamato en el medio (Figura 56). 
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Figura 56. Niveles de glutamato detectados en el medio de cultivos primarios de astrocitos 

hipotalámicos en presencia de ghrelina (100 nM) (A) o de leptina (100 ng/ml) (B) tras 24 horas de 

cultivo. T-Student: #: p<0,05. n=4. 

 

4.11. Efecto de la leptina sobre el transportador de glucosa GLUT-2 y el 

transportador de glutamato GLAST en la línea celular de astrocitoma C6 

La leptina incrementó los niveles de GFAP en estas células (F (2,5): 10,623; 

p<0,05; Ct0: 100 ± 8,8; Ct24h: 102,4 ± 7,8; L24h: 141,0 ± 3,4 % control), mientras que 

los niveles de vimentina no se modificaron con el tratamiento (Ct0: 100 ± 5,1; Ct24h: 

107,9 ± 12,6; L24h: 99,1 ± 9,8 % control). El tratamiento con leptina tampoco modificó 

los niveles proteicos totales de GLUT-2 (Ct0: 100 ± 0,3; Ct24h: 107,2 ± 4,2; L24h: 95,4 

± 23,4 %) ni los niveles proteicos de este transportador en la membrana (Ct0: 100 ± 8,8; 

Ct24h: 102,4 ± 7,8; L24h: 141,0 ± 3,4 % control). Los niveles proteicos totales de 

GLAST disminuyeron tras 24 horas de cultivo con leptina (F(2,5): 23,839; p<0,05), 

encontrándose igualmente disminuídos los niveles de este transportador en la membrana 

plasmática (F(2,5): 15,844; p<0,05). (Figura 57). 

 

 

Figura 57. Niveles proteicos totales (A) y de membrana (B) de GLAST, medidos por Western 

blotting en cultivo de astrocitoma en presencia de leptina (100 ng/ml) tras 24 horas de cultivo. Los 

valores se muestran como media de dos experimentos independientes, realizados en duplicado y 

normalizados con respecto a los cultivos control (0h). ANOVA: #: p<0,05. ns: no significativo.
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La incidencia de la obesidad ha incrementado de manera alarmante en la 

población de los países desarrollados en los últimos años, motivo por el cual se ha 

convertido en una de las áreas más activas en la investigación biomédica. Se sabe que 

son muchos los factores que condicionan la ganancia de peso corporal. En efecto, no 

solo los factores genéticos y hormonales afectan al desarrollo de obesidad; el entorno 

neonatal, el sexo y las condiciones nutricionales en etapas tempranas de la vida son 

factores que condicionan el incremento de peso. Además, los resultados obtenidos 

indican que no solo es la cantidad de calorías consumidas sino el tipo de alimento 

ingerido lo que condicionará el fenotipo. 

 

Aunque se ha avanzado considerablemente en el estudio del papel de las neuronas 

hipotalámicas en el control del metabolismo, sólo recientemente se ha prestado atención 

a la participación de la glía en la ganancia de peso. Desde hace algún tiempo se conoce 

que los astrocitos participan en el transporte y detección de glucosa; sin embargo, se 

desconoce cómo ésto afecta a la respuesta neuronal sobre la ingesta de alimentos.  

 

Utilizando un modelo relativamente fisiológico, en el que se inducen cambios en 

la ingesta neonatal, hemos observado que ambos sexos responden de forma diferente en 

su ganancia de peso, tanto cuando siguen una dieta normal como en respuesta a una 

dieta alta en carbohidratos. Al centrarnos en el estudio de los cambios metabólicos en 

los machos, detectamos que dichos cambios se asocian con modificaciones en proteínas 

estructurales de la glía, en el número de astrocitos y en los transportadores de glucosa y 

de glutamato en el hipotálamo. Algunos de estos cambios pueden deberse a los efectos 

directos de la leptina o de la ghrelina, como describiremos a continuación. 
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Dimorfismo sexual en la respuesta metabólica a la malnutrición 

neonatal así como a la introducción de una dieta rica en sacarosa en la 

etapa adulta. 

 

Las condiciones nutricionales tempranas generan modificaciones a largo plazo en el 

peso de los animales 

 Sobrenutrición neonatal 

El incremento de peso corporal debido al incremento de la ingesta durante la 

lactancia, consecuencia de una reducción en el tamaño de la camada, ha sido descrito 

previamente (Plagemann y cols., 1999a; Boullu-Ciocca y cols., 2005; Glavas y cols., 2010). Los 

datos obtenidos no sólo confirman los reportes previos sino que extienden dichos 

resultados a ambos sexos. Además, nuestros resultados ponen de manifiesto que la 

ganancia de peso no se encuentra afectada de la misma manera en las diferentes edades 

o periodos postnatales. En machos y hembras, la sobrenutrición neonatal genera una 

mayor ganancia de peso hasta el momento del destete. Sin embargo, las diferencias 

detectadas en la ganancia de peso con respecto al grupo control se pierden durante la 

pubertad, a pesar de mantenerse las diferencias en el peso corporal. Posteriormente, 

entre los días posnatal 50 y 65, la diferencia en la ganancia de peso entre las ratas 

sobrenutridas neonatalmente y las ratas control vuelve a hacerse significativa. Dado que 

la ingesta no se encontraba alterada en este momento, esta diferencia en el aumento de 

peso después de la pubertad podría deberse a un cambio en la eficiencia metabólica. 

 

Las condiciones nutricionales durante las primeras etapas del desarrollo pueden 

generar efectos a largo plazo en el crecimiento y desarrollo, así como en la respuesta a 

cambios metabólicos en la edad adulta. Estudios previos en animales sugieren que 

cualquier estímulo producido durante el desarrollo genera una respuesta fisiológica 

permanente (Lucas, 1998). Nuestros datos indican que las condiciones nutricionales 

tempranas son críticas, pues producen efectos sobre el organismo que persisten en 

etapas posteriores de la vida, tal y como se ha descrito previamente (Lucas; 1998; Boullu-

Ciocca y cols., 2005). Dado que es en estos períodos tempranos de la vida donde se 

produce la diferenciación neuronal y la maduración del sistema nervioso central (SNC), 
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la nutrición prenatal y neonatal ejercen una influencia crítica en el desarrollo y 

regulación de vías involucradas en el crecimiento (Mendieta-Zerón y cols., 2007).   

Previamente se han descrito algunos efectos del desarrollo sobre el aumento de 

peso, los cuales se producen, o se hacen más evidentes, durante la edad adulta o en el 

momento en el que se presenta un estrés o un cambio metabólico (Vickers y cols., 2005; 

Saenger y cols., 2007; Glavas y cols., 2010). Por lo tanto, para determinar el efecto de la 

nutrición neonatal sobre el metabolismo en el adulto ha de tomarse en consideración el 

incremento de peso absoluto en los diferentes períodos de desarrollo.   

Con la edad un animal tiende a incrementar la ganancia de peso corporal, 

incrementando sus depósitos de grasa (Han y cols., 2011), a pesar de no incrementar su 

ingesta, lo que se debe a una disminución del gasto energético (Han y cols., 2011). Podría 

ser que estos animales con sobrenutrición neonatal presenten este efecto acentuado. 

La sobrenutrición neonatal per se o el consecuente incremento de peso produce 

otra serie de modificaciones cardiovasculares, metabólicas y renales detectadas en ratas 

viejas, tales como hipertensión, elevación de los niveles de tejido adiposo, 

hiperleptinemia, hiperinsulinemia y una sobrerregulación del eje hipotálamo-

hipofisario-adrenal (Plagemann y cols., 1999b; Boullu-Ciocca y cols., 2005; Plagemann 2006a y 

2006b; Boubred y cols., 2009), alteraciones que ponen de manifiesto la importancia de la 

nutrición durante las primeras etapas de la vida. 

  

 Malnutrición neonatal 

A diferencia del efecto producido por la sobrenutrición neonatal, observamos que 

la restricción de la ingesta, o malnutrición, en etapas tempranas del desarrollo postnatal 

tiene efectos sexuales dimórficos sobre la ganancia de peso a largo plazo y sobre la 

ingesta. Un incremento del tamaño de la camada durante la lactancia disminuye la 

disponibilidad de nutrientes en este periodo y genera la reducción del peso corporal en 

ambos sexos. Sin embargo, mientras que las hembras malnutridas postnatalmente 

normalizaron sus pesos corporales a día postnatal 65, los machos malnutridos 

neonatalmente tuvieron una ingesta menor y continuaron ganando menos peso que las 

ratas control durante todo el estudio.  

 El crecimiento recuperador o catch-up es un fenómeno fisiológico clave para los 

individuos con retraso del crecimiento intrauterino o para aquellos que han sufrido una 

desnutrición temprana (Argente y cols., 2007; Saenger y cols., 2007; Chen y cols., 2009), para 
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alcanzar una altura y peso normales (Karlberg y Albertsson-Wikland, 1995). En general, el 

catch-up se define como una velocidad de crecimiento, en particular de aumento de 

peso o longitud, por encima de los límites estadísticos normales para la edad 

cronológica y sexo, y se produce tras un periodo de inhibición del crecimiento a 

consecuencia de un insulto o condición que lo suprime (Wilson y Osbourn, 1960; Prader y 

cols., 1963; Tanner, 1986; Saenger y cols., 2007). Una vez alcanzado el tamaño adecuado, el 

crecimiento se ralentiza hacia velocidades de mantenimiento (Tanner, 1986). El catch-up 

se produce en diferentes especies y es generado en respuesta a multitud de 

impedimentos de crecimiento diferentes (Boersma y Wit, 1997; Emons y cols., 2005; Even-

Zohar y cols., 2008; Chen, Hu y cols., 2011). Sin embargo, la eliminación del factor que 

impide el crecimiento normal no siempre genera o concluye en un catch-up (Houdijk y 

cols., 2003; Oreffo y cols., 2003; Crowther y cols., 2008).  

Machos y hembras pueden responder con diferentes patrones de crecimiento 

cuando son sometidos al mismo estrés o al mismo factor que impide el crecimiento 

(Sant'Anna y Mortola, 2003; García-Cáceres y cols., 2010). En estudios previos en ratas se ha 

observado que la desnutrición durante el período de lactancia va seguida de un catch-up 

en ambos sexos (Williams y cols., 1974a y 1974b); sin embargo, mientras que en las hembras 

el catch-up fue completo, hasta alcanzar un peso y tamaño corporal normales (Williams y 

cols., 1974b), en los machos no se llegaron a alcanzar los valores de normalidad (Williams 

y cols., 1974a), atribuyéndose el déficit de peso a un déficit de tejidos blandos (Williams y 

cols., 1974a). En un trabajo previo (Remmers y Fodor, 2008) se observó que la restricción de 

la ingesta durante la vida postnatal temprana generaba un catch-up posterior al destete. 

Sin embargo, los animales permanecieron con menor talla y peso que los animales del 

grupo control, resultado que apoya lo observado en nuestro estudio, en el cual los 

machos malnutridos seguían pesando menos que los controles a lo largo de todo el 

experimento. Del mismo modo, se ha publicado que las niñas recién nacidas pequeñas 

para su edad gestacional también normalizan su índice de masa corporal más 

rápidamente que los niños (Gohlke y cols., 2009), lo que sugiere que los varones pueden 

ser más susceptibles a los efectos a largo plazo de la malnutrición temprana sobre la 

ganancia de peso. Dado que el peso corporal influye en la capacidad reproductiva en las 

mujeres (Davies, 2006), podría ser que este sexo haya desarrollado un mecanismo de 

defensa específico con el fin de mantener la capacidad reproductiva.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Emons%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sant%27Anna%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mortola%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gohlke%20BC%22%5BAuthor%5D
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Por otra parte, una rápida recuperación del crecimiento y del aumento de peso 

infantil desvía la energía de manera desproporcionada al tejido adiposo, especialmente 

al abdomen, lo que aumenta la carga metabólica. Estos procesos complementarios 

pueden representar un mayor riesgo de enfermedades en los nacidos con bajo peso que 

presentan una mayor tasa de crecimiento postnatal (Wells y cols. 2007).   

 

Estos datos ponen de manifiesto la importancia de las condiciones nutricionales 

durante los periodos tempranos del desarrollo, las cuales desempeñan una función 

relevante en la etiología de la obesidad, pues pueden predisponer al individuo al 

desarrollo de esta enfermedad y del síndrome metabólico en la etapa adulta (McMillen y 

Robinson 2005; Plagemann, 2006a y 2006b; Argente, 2011; Martos-Moreno y Argente, 2011). 

Tanto en humanos como en animales hay datos claros que sugieren que las trayectorias 

de crecimiento durante etapas tempranas de la vida pueden influir sobre el metabolismo 

del adulto y pueden, igualmente, ser buenos predictores del riesgo de padecer 

enfermedades crónicas posteriores (Jimenez-Chillaron y Patti, 2007; Lucas, 2010). 

 

El efecto de una dieta rica en sacarosa en la etapa adulta sobre el peso depende de las 

condiciones nutricionales tempranas   

Durante las dos semanas de dieta rica en sacarosa en animales adultos, las ratas 

que siguieron la misma disminuyeron su ingesta de pienso, tanto los machos como las 

hembras, y con independencia del tamaño de la camada durante la lactancia, tal y como 

se ha descrito previamente (Raben y cols., 2002; Lindqvist y cols., 2008; Alzamendi y cols., 2010; 

Sheludiakova y cols., 2011). Sin embargo, la ingesta de sacarosa incrementó el consumo 

energético (Oliva y cols., 2011; Sheludiakova y cols., 2011). Las ratas de ambos sexos 

sobrenutridas neonatalmente y con una dieta rica en sacarosa presentaron un mayor 

consumo energético que las malnutridas que siguieron la misma dieta. Sin embargo, 

mientras que en los machos malnutridos neonatalmente el consumo de Kcal no era 

diferente de los controles, en las hembras, se redujo significativamente.  

 

Se ha descrito que la nutrición materna modula las preferencias alimenticias de los 

hijos (Bellinger y cols., 2004) y que el comportamiento alimenticio hedónico, en busca del 

placer, está afectado por distintos factores como el sexo y el estado de las hormonas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lindqvist%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sheludiakova%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliva%20ME%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sheludiakova%20A%22%5BAuthor%5D
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sexuales (Sclafani y cols., 1987; Jezová y cols., 2002; Yanovski, 2003), teniendo las hembras una 

mayor preferencia por los alimentos dulces (Sclafani y cols., 1987; Jezová y cols., 2002; 

Yanovski, 2003; Michaels y Holtzman, 2007). De acuerdo con estudios previos, aunque las 

hembras consumen menos Kcal totales (procedentes del pienso y de la bebida) que los 

machos procedentes de camadas del mismo tamaño, tienden a ingerir un mayor 

porcentaje de Kcal en forma de sacarosa.  

 

A pesar del incremento en la cantidad total de Kcal ingeridas, producido por el 

consumo de sacarosa, no existió un aumento en la ganancia de peso. Las ratas que 

siguieron la dieta rica en sacarosa presentaron un incremento de peso similar o incluso 

menor que sus controles, hecho detectado en ambos sexos. En las ratas procedentes de 

camadas de tamaño normal, la ingesta de sacarosa no afectó la ganancia de peso, lo que 

confirma los datos descritos previamente en estudios en los que ratas macho consumían 

sacarosa durante 3 semanas o un mes (Sclafani y cols., 1987, Soria y cols., 2001; Yanovski, 

2003; Michaels y Holtzman, 2007; Avena y cols., 2008; Gibson, 2008; Chun y cols., 2010; 

Sheludiakova y cols., 2011), indicando que las ratas regulan su ingesta calórica mediante la 

disminución del consumo de pienso, compensando así el incremento de Kcal 

consumidas a través de la sacarosa y resultando en un peso corporal normal. La 

diversidad de resultados obtenidos previamente al respecto, indicando que una dieta rica 

en carbohidratos aumenta (Ludwig y cols., 2001; Raben y cols., 2002; Alzamendi y cols., 2010; 

Couvreur y cols., 2011), o disminuye (Hill y Lewis y cols., 1992; Prentice, 1995;  Gibson, 1996; 

Cambri y cols., 2010) el peso corporal, podrían deberse a diferencias de especies, sexo, 

tipo de hidratos de carbono empleados, el momento en que se introdujo la dieta o el 

periodo de tiempo en el cual el animal estuvo expuesto a dicha dieta.  

Por el contrario, las ratas que consumieron sacarosa y que procedían de las 

camadas de pequeño tamaño ganaron menos peso que sus controles, alimentadas con 

dieta normal, durante estas dos semanas de dieta. Esta disminución en la ganancia de 

peso, no detectada en las ratas procedentes de camadas de tamaño normal, puede ser 

debida a que las ratas sobrenutridas neonatalmente presenten un mayor consumo de 

sacarosa, lo que afectaría a la ganancia de peso.  

Es interesante observar que las hembras malnutridas neonatalmente tuvieron una 

reducción significativa en la ganancia de peso con el consumo de sacarosa, mientras que 

los machos malnutridos no presentan esa reducción en el peso tras la dieta. Como se ha 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jezov%C3%A1%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jezov%C3%A1%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sheludiakova%20A%22%5BAuthor%5D
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visto que el catch-up aumenta la posibilidad de desequilibrios metabólicos posteriores 

(Saenger y cols., 2007), la recuperación del crecimiento que presentaron las hembras 

malnutridas durante la lactancia podría haber aumentado su susceptibilidad a este 

posterior reto metabólico.  

Los efectos diferenciales de la sacarosa en el aumento de peso no se pueden 

explicar por la cantidad de Kcal totales ingeridas o por el porcentaje de Kcal de sacarosa 

en los diferentes grupos experimentales. Es posible que la ingesta neonatal (tanto la 

sobrenutrición como la malnutrición) induzca cambios metabólicos que afecten al 

metabolismo de los hidratos de carbono. Cabe destacar la disminución del consumo de 

pienso por parte del grupo que siguió la dieta rica en sacarosa. La reducción de la 

ingesta de pienso produce, a su vez, una disminución del aporte de proteínas, 

micronutrientes, fibras y ácidos grasos esenciales (Sheludiakova y cols., 2011), lo que 

podría generar no sólo cambios en el peso corporal sino también alteraciones 

metabólicas importantes. 

 

Una dieta rica en sacarosa incrementa los niveles circulantes de leptina 

En el momento del sacrificio los niveles de las hormonas metabólicas analizadas 

no se vieron afectados por el tamaño de camada durante la lactancia, en ratas 

alimentadas con una dieta normal. Tampoco se detectó ningún efecto de la sacarosa en 

los niveles de insulina o de ghrelina total y acilada. Ha de tenerse en cuenta que en estos 

experimentos los animales no estuvieron en condiciones de ayuno durante las horas 

previas al sacrificio para conservar la influencia del consumo de sacarosa. Este hecho 

podría ser responsable de la variabilidad detectada en los niveles de hormonas 

circulantes. Del mismo modo, al tratarse de adultos jóvenes, es posible que aún no se 

hayan generado todos los cambios metabólicos y por ello no se hayan detectado 

diferencias entre los grupos. 

La ingesta de sacarosa durante dos semanas en la etapa adulta tuvo un efecto 

generalizado sobre los niveles de glucosa, aumentando la glucemia en todos los grupos. 

Las hembras presentaron niveles de insulina significativamente menores que los 

detectados en los machos. Se ha descrito que machos y hembras presentan diferente 

sensibilidad a la insulina, lo que podría influir en las diferentes respuestas a la ingesta 

de carbohidratos y al desarrollo de diabetes (Vital y cols., 2006; Gómez-Pérez y cols., 2008).  
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Los niveles circulantes de leptina estaban incrementados en las ratas que 

consumieron sacarosa. Ya que el consumo de sacarosa se asocia con el aumento de la 

ingesta calórica es probable que la sacarosa haya inducido una acumulación de grasa en 

estos animales, tal y como sugiere el aumento de los niveles circulantes de leptina, tal y 

como se ha descrito anteriormente (Kim y cols., 1999; Rajkumar y cols., 1999; Soria y cols., 

2001), y como hemos podido comprobar posteriormente. El hecho de que el aumento de 

grasa no se refleje en el peso corporal podría deberse a la disminución del consumo de 

pienso, que reduce el aporte de proteínas y que podría generar un menor crecimiento 

longitudinal. 

 

 Con los resultados obtenidos en este estudio podemos determinar que, ante 

cambios en la nutrición neonatal, machos y hembras presentan diferentes respuestas a 

largo plazo, siendo las hembras menos susceptibles que los machos a los efectos de la 

malnutrición neonatal. A pesar de que la respuesta de ganancia de peso debida a la 

ingesta de sacarosa durante dos semanas en la etapa adulta fue similar en machos y 

hembras, ésta se vio afectada por el estado nutricional temprano. Por tanto, los efectos a 

largo plazo están influidos por el sexo, ya que las hembras se ven más “protegidas” 

contra las intervenciones sobre la nutricional prenatal y postnatal temprana, en 

concordancia con estudios previos (Boubred y cols., 2009). Por otra parte, la introducción 

de la sacarosa en la dieta en la etapa adulta genera cambios en los niveles circulantes de 

leptina, cambios que fueron más evidentes en los machos expuestos previamente a una 

sobrenutrición o a una malnutrición neonatal. Por tanto, estos los resultados obtenidos 

apoyan la hipótesis de que la nutrición neonatal y el sexo son factores fundamentales 

que determinan el peso del adulto así como condicionan la respuesta a manipulaciones 

metabólicas posteriores, lo que ha de tenerse en cuenta para la correcta interpretación de 

los datos en trabajos centrados en el estudio de la función metabólica. 
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Efecto de la sobrenutrición neonatal sobre el metabolismo en la 

respuesta a una dieta rica en sacarosa introducida en la etapa adulta y 

en la respuesta a una dieta rica en sacarosa desde el destete. 

 

 Sobrenutrición neonatal en machos 

Una vez determinado el efecto dimórfico de la nutrición temprana, decidimos 

profundizar en el estudio de los efectos de la sobrenutrición neonatal, utilizando sólo 

ratas macho. Como se ha descrito previamente, la sobrenutrición neonatal genera un 

incremento de la ingesta en la etapa adulta y un consecuente incremento de peso 

corporal, incluso cuando se sigue una dieta normal tras la lactancia (Plagemann, 1999a; 

Boullu-Ciocca y cols., 2005; Glavas y cols., 2010).  

 En el estudio realizado para determinar el efecto de una dieta rica en sacarosa 

mantenida durante dos semanas en machos adultos, llama la atención que esa mayor 

ingesta detectada en las ratas sobrealimentadas neonatalmente no se detecte a día 

postnatal 60, observándose que la ingesta total de estos animales desde ese momento y 

hasta el sacrificio, el día postnatal 75, es menor que la ingesta de los controles, lo que 

además se acompaña de una menor ingesta líquida. Este hecho se traduce en un menor 

consumo calórico durante estas dos semanas. Sin embargo, y a pesar de ese menor 

consumo energético, tanto la ganancia de peso en este periodo como el peso corporal 

absoluto en el momento de sacrificio son mayores en el grupo de ratas con 

sobrealimentación neonatal. Esas diferencias en la ingesta de estos animales hacen 

pensar que se encuentran continuamente reajustándose, de manera que si se hubiesen 

realizado las determinaciones en otro momento podría haberse observado el incremento 

en la ingesta. Sin embargo, en experimentos posteriores, las ratas sobrenutridas 

neonatalmente si mantienen una mayor ingesta durante toda su vida, con independencia 

del tipo de dieta que lleven. Por ello, tienen un mayor consumo calórico durante todo el 

experimento y presentan un peso corporal en el momento del sacrificio 

significativamente mayor que las ratas control. 

 Los resultados obtenidos indican que, además de por la ingesta, la eficiencia 

metabólica también se ve afectada por la sobrenutrición neonatal, ya que, con 

independencia de la cantidad de comida que ingerían posteriormente, las ratas 
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sobrenutridas durante la lactancia ganaron más peso que las procedentes de camadas de 

tamaño normal, lo que sugiere una disminución del gasto energético. 

  No ha de descartarse la diferencia en la longitud del cuerpo como uno de los 

factores que contribuyen al mayor peso corporal en ratas con sobrenutrición neonatal 

(Rodrigues y cols., 2011), aunque en estos estudios no lo hemos determinado. Este mayor 

crecimiento podría estar relacionado con una mayor masa proteica en estos animales 

(Rodrigues y cols., 2011), lo que queda reflejado en el incremento de la masa muscular que 

presentan las ratas sobrealimentadas neonatalmente en el momento del sacrificio. 

Además, parte de esa diferencia de peso se debe al incremento de los depósitos de grasa 

visceral, de acuerdo con estudios previos (Plagemann y cols., 1999; Boullu-Ciocca y cols., 

2005; Dantas y cols., 2010; Rodrigues y cols., 2011), y a la hipertrofia de los adipocitos 

viscerales (Conceicao y cols., 2011), que es coincidente con el aumento detectado en los 

niveles circulantes de leptina en las ratas sobrealimentadas neonatalmente, tal y como se 

ha descrito previamente (López y cols., 2007; Rodrigues y cols., 2011). Sin embargo, los 

niveles de grasa subcutánea no se encuentran afectados por la sobrenutrición neonatal. 

En estudios previos se ha descrito que en animales jóvenes sobrenutridos neonatalmente 

sí se detectaron mayores depósitos de grasa subcutánea, pero en la etapa adulta esta 

diferencia desaparecía y el incremento de peso y grasa detectados se debía a un 

incremento de la grasa visceral (Rodriguez y cols., 2011). 

 

El incremento de grasa visceral desempeña una función de interés en el desarrollo 

de resistencia a la insulina, diabetes de tipo 2 y patología cardiovascular (Weiss, 2007; 

Medina-Bravo y cols., 2011). Dado que la sobrenutrición generó un incremento de la grasa 

visceral, y teniendo en cuenta la correlación entre el tejido adiposo y resistencia a la 

insulina, se analizaron los niveles de insulina y de adiponectina en suero tras un periodo 

de ayuno. La producción de adiponectina es inversamente proporcional a la cantidad de 

masa adiposa y diversos estudios sugieren que esta hormona modula la acción de la 

insulina, mejorando la sensibilidad a esta hormona en tejidos periféricos (Matsuzawa, 

2006; Turer y cols., 2011). Sin embargo, a pesar del mayor peso corporal y de los mayores 

depósitos de grasa detectados en animales con sobrenutrición neonatal, estas hormonas 

no sufrieron modificaciones por efecto de la nutrición neonatal, resultados que 

concuerdan con los obtenidos en otros estudios previos (Velkoska y cols., 2005; Rodrigues y 

cols., 2007; Rodrigues y cols., 2011). Aunque diversos estudios consideran que existe un 
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incremento en los niveles de insulina y de adiponectina por efecto de la sobrenutrición 

neonatal (Boullu-Ciocca y cols., 2005; Pereira y cols., 2006), los distintos resultados pueden 

deberse a la diferencia de edad de los animales de estudio.  

 

Las variaciones en las concentraciones circulantes de leptina generadas por las 

condiciones nutricionales tempranas pueden modificar la expresión de los receptores de 

leptina en el hipotálamo (Passos y cols., 2004; Pereira-Toste y cols., 2009; Manuel-Apolinar y 

cols., 2010). De hecho, el aumento de los niveles de leptina inducido por la dieta en 

adultos produce cambios en el patrón de expresión de los receptores de leptina en los 

astrocitos y neuronas del hipotálamo (Hsuchou y cols., 2009). En el estudio realizado para 

determinar el efecto de una dieta rica en sacarosa mantenida durante dos semanas, las 

ratas sobrenutridas que siguen la dieta normal presentan incrementados los niveles de 

expresión del receptor de leptina en el hipotálamo, correlacionando con el incremento 

de los niveles de leptina. Este incremento, que puede indicar un aumento en la 

sensibilidad a la leptina, podría relacionarse con la disminución de la ingesta detectada 

durante las dos últimas semanas de vida, ya que cuando las ratas con sobrenutrición 

neonatal mantienen su ingesta incrementada durante toda su vida no se detecta ese 

incremento en la expresión del receptor de esta hormona.  

 

La sobrenutrición neonatal generó una disminución en los niveles de ghrelina 

total. Los niveles de ghrelina acilada también tendieron a reducirse en los grupos de 

ratas sobrealimentadas durante el periodo de lactancia, de forma similar a lo 

previamente descrito en humanos y animales (Ariyasu y cols., 2002; Pacifico y cols., 2009). 

Dado que la ghrelina en su forma activa induce la ingesta y disminuye el metabolismo 

(Cummings, 2006), la reducción de sus niveles en los individuos con sobrepeso podría ser 

un mecanismo compensatorio para disminuir su ingesta. 

 

Debemos destacar que las diferencias detectadas en los niveles hormonales de los 

animales de este estudio con respecto a los del estudio anterior podría deberse a que 

estos animales, al contrario que en el estudio anterior, se encontraban en ayunas las 12 

horas previas al sacrificio. 
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Sobrenutrición neonatal y duración de una dieta rica en carbohidratos  

Hemos comparado la respuesta metabólica a una exposición corta en la etapa 

adulta (dos semanas) y a una exposición prolongada (dos meses, desde el destete hasta 

el sacrificio) a una dieta rica en sacarosa con el fin de determinar si el momento de 

introducción de la dieta o la duración de la misma ejercen efectos diferenciales en la 

respuesta metabólica y si dichos efectos están condicionados por la nutrición que 

llevaron durante la lactancia.   

 

La introducción de una dieta rica en sacarosa generó una disminución de la 

ingesta, tal y como ha sido previamente descrito (Raben y cols., 2002; Lindqvist y cols., 2008; 

Alzamendi y cols., 2010; Sheludiakova y cols., 2011), tanto si la dieta se introducía en la etapa 

adulta como en el destete. A pesar de presentar un mayor consumo calórico (Oliva y cols., 

2011; Sheludiakova y cols., 2011), las ratas alimentadas con pienso y una solución de 

sacarosa presentaron un menor peso corporal que las ratas alimentadas con pienso y 

agua, con independencia del momento de introducción de la dieta y de la duración de la 

misma (Lewis y cols., 1992; Hill y Prentice, 1995; Gibson, 1996; Cambri y cols., 2010), a pesar de 

que el efecto de una dieta rica en hidratos de carbono sobre la ganancia de peso corporal 

no está claro en la literatura. El hecho de que en el estudio de la respuesta diferencial 

entre los sexos no se observase esta disminución significativa del peso en las ratas 

alimentadas con sacarosa podría deberse a la cantidad de grupos analizados, lo que 

podría enmascarar estas diferencias. 

 La disminución del incremento de peso corporal se acompañó de una reducción 

del peso del músculo sóleo con ambos paradigmas, consecuencia de la menor ingesta 

proteica, y del aumento de los depósitos de grasa subcutánea y visceral (Lomba y cols., 

2009; Oliva y cols., 2011; Sheludiakova y cols., 2011). Cuando la dieta se siguió durante dos 

semanas en la etapa adulta, el incremento de grasa visceral sólo se observó en el grupo 

con sobrenutrición neonatal. Esta diferencia en la acumulación de la grasa entre las ratas 

control y las sobrealimentadas durante la lactancia podría deberse, al menos en parte, al 

hecho de que el porcentaje de calorías procedentes de la sacarosa fuese mayor en este 

último grupo, ya que presentaron una mayor ingesta líquida que las ratas control, y por 

efecto de la nutrición neonatal. A su vez, el incremento de grasa visceral se acompaña 

de una hipertrofia de los adipocitos viscerales, generado por esta ingesta de sacarosa 
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(Patel y cols., 2009; Oliva y cols., 2011), y de un incremento de los niveles circulantes de 

leptina (Lindqvist y cols., 2008). Diversos estudios sugieren que la morfología celular del 

tejido adiposo puede influir sobre los niveles plasmáticos de leptina. Además, estos 

niveles correlacionan mejor con la hipertrofia del tejido adiposo que con la hiperplasia 

del mismo (Couillard y cols., 2000; Lundgren y cols., 2007), siendo, el tamaño de los 

adipocitos, determinante para la secreción de leptina (Skurk y cols., 2007) y predictivo de 

los niveles circulantes de esta hormona (Couillard y cols., 2000;  Lundgren y cols., 2007). 

Parece ser que los adipocitos de mayor tamaño producen más leptina que los de tamaño 

más pequeño, de manera que la hipertrofia detectada en las ratas sobrenutridas 

neonatalmente y alimentadas con sacarosa en la etapa adulta sería, en parte, responsable 

de ese incremento de los niveles circulantes de leptina. Mientras que en el adulto la 

hipertrofia es la forma más común para almacenar lípidos, en la etapa prepuberal 

predomina la hiperplasia (Gustafson y cols., 2009). Al introducir la dieta rica en sacarosa en 

el momento del destete las ratas sobrenutridas neonatalmente presentaron unos niveles 

de hipertrofia similares a los de las ratas sobrenutridas neonatalmente y que siguieron 

una dieta normal. Ya que la introducción de la dieta se realizó en el período prepuberal 

es posible que se generase un incremento del número de adipocitos para permitir el 

almacenamiento de la grasa.  

 

La disminución del incremento de peso, a pesar del elevado consumo calórico 

detectado, sugiere que los animales que siguieron la dieta rica en sacarosa tuvieron un 

gasto energético mayor que los controles. Diversos estudios han relacionado la ingesta 

de azúcares con un incremento en la actividad y un consecuente gasto energético mayor 

(Prinz  y cols., 1980; Sheludiakova y cols., 2011). En este sentido, se ha descrito que la orexina 

estimula el gasto de energía a través del incremento de la actividad física (Novak y cols., 

2006). Aunque en este estudio no se determinó la actividad física, el incremento de los 

niveles hipotalámicos de orexina podría indicar un aumento de la actividad de las ratas 

que siguieron la dieta rica en sacarosa durante dos semanas en la etapa adulta, lo que 

podría contribuir a la disminución de peso. Por otra parte, cuando las necesidades 

energéticas aumentan, los triglicéridos almacenados en los adipocitos sufren lipólisis, 

transformándose en ácidos grasos libres y glicerol. Estos ácidos grasos son 

transportados a otros tejidos, donde se degradan para la obtención de energía (Watt y 

Spriet, 2010). La ingesta de sacarosa durante dos semanas en la etapa adulta produce el 
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incremento de los ácidos grasos libres, lo que podría indicar una mayor necesidad 

energética debida al mayor gasto energético de estos animales. Cuando la ingesta de 

sacarosa se mantiene desde el destete hasta el sacrificio no se detecta incremento en los 

niveles de ácidos grasos libres ni en los niveles de expresión de orexina, con lo que no 

se generarían cambios en el gasto energético de estos animales debido a la mayor 

adaptación a la ingesta de carbohidratos. Por lo tanto, el menor incremento de peso 

como consecuencia de la ingesta de sacarosa podría deberse a otras causas, tales como 

la reducción del aporte de proteínas, micronutrientes, fibras y ácidos grasos esenciales 

producido por la disminución de la ingesta de pienso (Sheludiakova y cols., 2011). 

  

El incremento detectado en los niveles circulantes de insulina en respuesta a una 

sobrenutrición neonatal y a una dieta rica en sacarosa iniciada en el momento del destete 

podría deberse al hecho de que los islotes pancreáticos no terminan de formarse hasta 

después del nacimiento (Kaung, 1994; Grove y Smith, 2003), por lo que los factores 

metabólicos absorbidos por las crías durante etapas tempranas del desarrollo postnatal 

influyen en el desarrollo de las células  del páncreas de las crías. Patel y cols. han 

indicado en estudios recientes que la exposición a elevadas concentraciones de glucosa 

durante la lactancia modifica la funcionalidad de los islotes pancreáticos de las crías, lo 

que generará una hiperinsulinemia crónica (Patel y cols., 2009; Patel y Srinivasan, 2010). A la 

vista de los resultados, podemos indicar que es posible que la introducción de la dieta en 

el momento del destete también afecte la funcionalidad de estos islotes, incrementando 

la producción y liberación de insulina de manera crónica. 

Los niveles séricos de adiponectina incrementaron por ingesta de sacarosa, tal y 

como había sido descrito previamente (Kamari y cols., 2007; Tan y cols., 2011). La unión de 

la adiponectina a sus receptores, también localizados en el hipotálamo (Kos y cols., 2007; 

Guillod-Maximin y cols., 2009), participa en el control de la homeostasis energética e 

incrementa la ingesta (Kubota y cols., 2007), por lo que el aumento de los niveles séricos 

de adiponectina podría estar implicado en el incremento de las Kcal ingeridas por estos 

animales. 

Las dietas ricas en carbohidratos y grasa disminuyen los niveles de ghrelina 

(Tschöp y cols., 2001; Lee y cols., 2002). Sin embargo, se ha descrito que dietas con una baja 

cantidad de proteínas elevan los niveles de esta hormona (Lee y cols., 2002; Nakagawa y 

cols., 2002; Beck y cols., 2003; Williams y cols., 2003; Qader y cols., 2005). Como se ha indicado 
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anteriormente, el seguimiento de la dieta rica en sacarosa se tradujo en una disminución 

de la ingesta de pienso y, por tanto, en un menor aporte de proteínas. Dado que los 

niveles de ghrelina solo aparecen incrementados en las ratas que mantienen esta dieta 

desde el destete, parece que es necesario un largo periodo de dieta para que se genere 

este efecto sobre la ghrelina circulante. Hay que indicar, que a pesar de la menor ingesta 

de proteínas, los niveles séricos de proteínas totales no se encontraban disminuídos en 

las ratas que siguieron la dieta, lo que indica que éstas no se encontraban malnutridas. 

 

Previamente se ha descrito que la introducción de una dieta rica en sacarosa en 

etapas tempranas genera cambios en el hipotálamo, incrementando la expresión de los 

neuropéptidos orexigénicos NPY y AgRP, y disminuyendo los del receptor de leptina de 

cadena larga (Srinivasan y cols., 2008). En nuestros estudios esos cambios sólo se detectan 

si la dieta se introduce en el momento del destete, lo que podría explicarse por el hecho 

de que en ese momento las ratas se encuentran aún desarrollándose. Estos resultados, 

junto con el incremento detectado en los niveles de ghrelina, indicarían que estas 

modificaciones que predisponen a la hiperfagia se establecen durante el periodo de 

inicio de la dieta. Una posible razón que explique estos cambios en el hipotálamo podría 

ser el cambio de la principal fuente de calorías, los hidratos de carbono, durante un 

largo periodo de tiempo y desde una edad temprana. En la rata, en la que el desarrollo 

del SNC continúa durante la etapa postnatal, el aumento de la actividad de las enzimas 

glucolíticas comienza el día 5 postnatal, alcanzando sus actividades máximas entre los 

días postnatales 21 y 35 (Reiss, 1988; Bilger y Nehlig, 1991). Si en ese momento se introduce 

un cambio de dieta, cambio mantenido hasta la edad adulta, es lógico que el efecto sea 

diferente al detectado con dietas introducidas en la etapa adulta, momento en el que el 

SNC está totalmente desarrollado. Los niveles del receptor de leptina solo están 

incrementados en respuesta a la sacarosa en las ratas control. El hecho de que no se 

encuentre incrementado en respuesta a la sacarosa en las ratas sobrenutridas 

neonatalmente quizá pueda deberse a los mayores niveles de leptina en estas ratas, lo 

que puede afectar la respuesta del receptor a otros factores. 

 En los estudios realizados las ratas fueron obligadas a beber sacarosa, ya que no 

disponían de ningún líquido alternativo. Este hecho podría inducir estrés a los animales 

pero, sin embargo, los niveles de corticosterona se redujeron en respuesta a la ingesta de 

sacarosa a corto plazo, lo que podría ser una consecuencia de los efectos placenteros del 
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azúcar (Berridge, 1996; Drewnowski, 1997; Sclafani, 2004). Como se ha indicado que la 

corticosterona estimula la adiposidad (Karatsoreos y cols., 2010), está claro que la 

reducción de esta hormona no participa en el incremento detectado de los depósitos de 

grasa. Las ratas expuestas a una dieta rica en sacarosa desde el momento del destete no 

presentaron cambio en los niveles circulantes de corticosterona, lo que podría indicar 

que hay un habituamiento a esta solución después de un consumo a largo plazo. Por 

tanto, muchos de los efectos que ejerce la sacarosa sobre el metabolismo dependen del 

momento en el que esta dieta se introduce y de la duración de la misma.  

 

 

 

Efecto de la sobrenutrición neonatal y de una dieta rica en sacarosa 

sobre los astrocitos y los transportadores de glucosa y de glutamato 

hipotalámicos 

 

 Sobrenutrición neonatal y proteínas estructurales de la glía 

Tal y como se ha descrito previamente (Hsuchou y cols., 2009; García-Cáceres y cols., 

2011), los niveles de GFAP se encuentran incrementados en las ratas con sobrepeso, las 

cuales presentan hiperleptinemia. Hemos observado que la leptina aumenta los niveles 

de GFAP tanto in vivo como in vitro (García-Cáceres y cols., 2011). En estudios en ratones 

obesos donde existe una hiperleptinemia inducida por una dieta rica en grasa, los niveles 

hipotalámicos de GFAP están incrementados (Hsuchou y cols., 2009), mientras que en los 

ratones ob/ob, los cuales presentan niveles de leptina prácticamente nulos, los niveles de 

este marcador astrocitario están disminuídos, aunque los ratones son obesos (Ahima y 

cols., 1999). Por tanto, podemos considerar que los niveles de GFAP en el hipotálamo 

están relacionados con los niveles circulantes de leptina.  

Como hemos indicado anteriormente, condiciones de sobrenutrición neonatal se 

asocian con un incremento en los niveles circulantes de leptina en las crías (López y cols., 

2007; Rodrigues y cols., 2011). Dado que esta hormona está implicada en el desarrollo de 

los astrocitos (Udagawa y cols., 2006), es posible que su incremento en el suero esté 

ejerciendo un efecto diferenciador sobre estas células en el hipotálamo, lo que iría 
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asociado al incremento detectado del número de estas células gliales y de sus 

proyecciones en el ARC de las ratas sobrealimentadas neonatalmente. Además, estas 

ratas presentan incrementados significativamente los niveles de vimentina y tienden a 

presentar mayores niveles de PCNA en el hipotálamo, lo que unido al incremento de 

GFAP y del número de astrocitos, podría indicar un aumento de la proliferación de 

astrocitos o una activación de los mismos, teniendo en cuenta que los tanicitos, que 

expresan esta proteína, también podrían encontrarse afectados.  

 

Los astrocitos reactivos se caracterizan por presentar incrementada la expresión de 

las proteínas estructurales GFAP y vimentina, responsables de conferir el aspecto 

fibroso a estas células (Halassa y Haydon, 2010). Este hecho nos sugiere que la 

sobrenutrición neonatal, y el consecuente sobrepeso, han inducido una astrogliosis en el 

hipotálamo de estas ratas, como sucede en condiciones de obesidad inducida por una 

dieta rica en grasa (Horvath y cols., 2010), que podría estar relacionado con el incremento 

de leptina circulante. En roedores, a partir del día postnatal 5 se produce un incremento 

en los niveles circulantes de leptina, los cuales alcanzan los mayores valores entre los 

días postnatales 9 y 10 (Ahima y cols., 1998; Cottrell y Ozanne, 2008). Al bloquear este pico, 

mediante la administración de un antagonista de la leptina el día postnatal 9, disminuye 

el peso y la masa grasa en ratas adultas (Granado y cols., 2011). Además, hemos visto que 

estas ratas adultas presentan una disminución marcada en los niveles de GFAP 

hipotalámico (datos sin publicar). Igualmente, se ha observado que el tratamiento con el 

antagonista bloquea la respuesta central a la leptina, modificando marcadores de 

recambio y de maduración celular en el hipotálamo (datos sin publicar). Por lo tanto, a la 

vista de nuestros resultados, y apoyándonos en estos estudios previos, podríamos indicar 

que la sobrenutrición neonatal incrementa ese pico de leptina, promoviendo la 

proliferación de los astrocitos hipotalámicos. Son necesarios más experimentos para 

determinar si los cambios en el número de astrocitos en respuesta a una sobrenutrición 

neonatal son debidos a cambios de leptina y/u otras señales. 
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Sobrenutrición neonatal y transportadores de glucosa y de glutamato 

Proteínas que están altamente expresadas en astrocitos, o que en el SNC se 

expresan exclusiva o mayoritariamente en estas células, como glutamina sintetasa (GS), 

GLUT-1, GLAST y GLT-1, aumentaron significativamente en los animales 

sobrenutridos neonatalmente, sugiriendo que el transporte y metabolismo de la glucosa 

podrían estar alterados en estos animales. Se ha demostrado que la leptina es capaz de 

estimular la captación de glucosa en las células musculares (Berti y Gammeltoft, 1999). Sin 

embargo, como se analizará más tarde, la administración icv de leptina no genera los 

mismos cambios sobre los transportadores de glucosa y de glutamato que los 

observados en las ratas con sobrepeso. De hecho, en contraposición con los aumentos 

observados en estas ratas, los niveles de estas proteínas se redujeron o no se 

modificaron en respuesta a la leptina. Resultados similares se observan en cultivos 

primarios de astrocitos hipotalámicos. Por lo tanto, el aumento de los niveles de los 

transportadores de glucosa y de glutamato observado en el hipotálamo de las ratas 

sobrealimentadas neonatalmente no se debe al aumento de los niveles circulantes de 

leptina sino a algunos de los otros múltiples cambios metabólicos que ocurren en estos 

animales.  

  

 Recientemente se ha descrito que la sobreexpresión de GLUT-1 en células gliales 

del hipotálamo de ratas diabéticas no controladas, con elevados niveles de glucemia, 

generaba un incremento de la concentración de glucosa en el hipotálamo, apreciándose 

que dicho incremento conducía a una disminución de la hiperglucemia sistémica (Chari 

y cols., 2011). En este estudio, los investigadores plantean la hipótesis de que la 

sobreexpresión de GLUT-1, al incrementar la captación de glucosa por la glía, 

incrementa la concentración de glucosa intracelular y la producción de lactato. Este 

lactato podrá ser transferido a las neuronas, donde activará vías de señalización que 

conducen a la inhibición de la producción de glucosa, disminuyendo así la glucemia 

sistémica. El incremento de GLUT-1 observado en nuestro estudio podría producir ese 

control de la glucemia periférica en estos animales.  

 

El glutamato estimula la expresión de GLAST, GLT-1 y GS en los astrocitos 

(Lehmann y cols., 2009), lo que sugiere que un aumento en la liberación de glutamato 
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podría iniciar los mecanismos para la recuperación de este aminoácido desde la 

hendidura sináptica y, de esta manera, reciclarlo. Por lo tanto, los resultados obtenidos 

en ratas con sobrepeso sugieren un posible aumento del volumen de intercambio de 

glutamato hipotalámico. Por el contrario, y como veremos más adelante, los efectos 

directos de la leptina detectados en cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos 

indican una posible disminución de la captación de glutamato por los astrocitos. De 

hecho, detectamos unos mayores niveles de este neurotransmisor en el medio de cultivo 

de astrocitos hipotalámicos tras ser tratados con leptina, lo que es coincidente con la 

disminución de los niveles de los transportadores de glutamato en estas células. 

Previamente, se ha demostrado que la leptina inhibe la liberación de glutamato a partir 

de explantes hipotalámicos (Ponzo y cols., 2004), aunque este efecto es estimulante en el 

hipotálamo de ratas prepúberes (Ponzo y cols., 2005), sin ningún efecto en las hembras 

(Reynoso y cols., 2003). En el estudio de administración icv de leptina se observa una 

disminución de GLAST, que podría ser el efecto secundario de una disminución general 

de la liberación de glutamato neuronal o incluso un efecto directo de la leptina sobre los 

astrocitos hipotalámicos. 

Por otra parte, la actividad cerebral excitatoria va en paralelo con cambios en la 

absorción y utilización de glucosa (Bak y cols., 2009). Por lo tanto, el aumento de los 

niveles de los transportadores de glucosa observado, en combinación con el aumento de 

los transportadores de glutamato y de GS, indicaría un incremento de la actividad 

excitatoria en el hipotálamo de las ratas con sobrepeso. El efecto que genere este 

aumento de actividad excitatoria dependerá de qué sistemas neuronales reciban dicha 

actividad excitatoria, ya que existen poblaciones de neuronas glucosensibles, que se 

excitan o se inhiben en función de las concentraciones extracelulares de glucosa, 

generando diferentes respuestas y participando en la regulación del metabolismo 

energético (Ashford y cols., 1988; Wang y cols., 2004; Marty y cols., 2007). Además, hay que 

tener presente que los astrocitos están íntimamente asociados a las células neuronales. 

En consecuencia, cualquier modificación en la expresión y morfología de estas células 

gliales afectará la funcionalidad de las neuronas.  

 

El aumento en la captación de glucosa no sólo suministra la energía necesaria para 

el aumento de la actividad neuronal sino que también puede participar en la protección 

contra la excitotoxicidad del glutamato (Maher y Simpson, 1994; Vannucci y cols., 1996; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bak%20LK%22%5BAuthor%5D
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Weisová y cols., 2009). La disminución paralela de los transportadores de glucosa y de 

glutamato en respuesta a los tratamientos con leptina también parece apoyar esta 

relación entre la actividad excitatoria y el transporte de glucosa. 

 

Sobrenutrición neonatal, dieta rica en sacarosa y proteínas estructurales de la glía 

La administración de una dieta de sacarosa en la etapa adulta durante dos 

semanas, la cual incrementó los depósitos de grasa y los niveles circulantes de leptina, 

no modificó los niveles proteicos de GFAP en el hipotálamo, pero incrementó los 

niveles de vimentina, lo que podría indicar un cambio de activación de los astrocitos o 

tanicitos. Sin embargo, si la dieta se introducía en animales sobrenutridos 

neonatalmente, los niveles de estas dos proteínas gliales disminuían, lo que podría 

indicar una pérdida de activación de los astrocitos. Como hemos indicado, los astrocitos 

reactivos se caracterizan por presentar una mayor complejidad estructural y una mayor 

expresión de GFAP (Plagemann y cols., 2000). Por tanto, la disminución encontrada en la 

expresión hipotalámica de esta proteína en el hipotálamo, así como la disminución de 

vimentina, podría estar relacionada con una reducción en la diferenciación de los 

astrocitos hipotalámicos. Asimismo, esta disminución de GFAP y de vimentina podría 

deberse también a la disminución del número de astrocitos o a la de sus proyecciones, al 

igual que al descenso del número de tanicitos; sin embargo, en este estudio no se realizó 

el análisis cuantitativo de estas células. Las diferencias detectadas entre los grupos 

alimentados con sacarosa durante dos semanas, podrían tener su origen en el hecho de 

que las ratas sobrenutridas neonatalmente presentan durante un largo periodo de tiempo 

un mayor peso y mayores niveles de leptina que los controles, lo que modificaría el 

estado de la glía, incrementando la expresión del receptor de leptina e incluso pudiendo 

modificar la expresión de los receptores de otras citoquinas, lo que modificaría su 

respuesta a la sacarosa. 

Cuando la dieta rica en sacarosa se introdujo en el destete, tanto el grupo control 

como el grupo de ratas sobrealimentadas neonatalmente, presentaron disminuídos los 

niveles proteicos de GFAP y los niveles del marcador de proliferación celular PCNA. 

Esta disminución se acompaña de la reducción del número de astrocitos y del número de 

proyecciones de estas células gliales, indicando una posible reducción de la 

proliferación y diferenciación de estas células. Se ha descrito que la hiperglucemia es 
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capaz de generar un incremento de la apoptosis y una disminución de la proliferación en 

diversas regiones cerebrales, produciéndose una disminución del número de astrocitos 

en el hipotálamo (Lechuga-Sancho y cols., 2006a y 2006b). Es posible que la dieta rica en 

sacarosa mantenida durante dos meses haya sido capaz de incrementar la muerte de los 

astrocitos en el hipotálamo, aunque se desconocen los niveles centrales de glucosa. Por 

otra parte, es posible que la ghrelina, cuyos niveles séricos se encuentran incrementados 

en estos animales, participe en la disminución de los niveles de GFAP, ya que la 

administración central y crónica de esta hormona generó una disminución significativa 

en los niveles de GFAP. Los cambios detectados en los niveles de actina podrían 

deberse al incremento de los niveles circulantes de leptina, ya que esta hormona es 

capaz de inducir la reorganización de los filamentos de actina en las neuronas (O’Malley 

y cols., 2007).  

 

Sobrenutrición neonatal, dieta rica en sacarosa y transportadores de glucosa y de 

glutamato 

Los cambios detectados en GFAP y en el número astrocitos por efecto de la 

administración de una dieta rica en sacarosa están relacionados con los cambios 

detectados en otras proteínas gliales como los transportadores de glutamato, GS y 

GLUT-2. Estos cambios podrían deberse a la variación del número de astrocitos y/o a la 

modificación de su expresión en cada astrocito.  

Observamos que la dieta, con independencia del momento de introducción y de su 

duración, no modificó los niveles de expresión ni los niveles proteicos de GLUT-1 y 

GLUT-3. Como se indicó con anterioridad, el incremento sistémico de glucosa conduce 

a un incremento de GLUT-1 en el hipotálamo, para disminuir la hiperglucemia 

sistémica (Chari y cols., 2011). Al no estar incrementado GLUT-1 podría ser que los 

niveles periféricos de glucosa no se vean modificados por la dieta.  

La disminución detectada de los niveles proteicos de GLUT-2 podría ser debida a 

la disminución del número de astrocitos. La detección de glucosa por GLUT-2 

contribuye al control hipotalámico de la ingesta (Bady y cols., 2006; Stolarczyk y cols., 2010). 

Dado que la inhibición de GLUT-2 en ratones incrementa la ingesta (Stolarczyk y cols., 

2010), podemos pensar que la disminución observada en los niveles proteicos de GLUT-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chari%20M%22%5BAuthor%5D
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2 por efecto de la dieta rica en sacarosa podría estar implicada en el incremento de Kcal 

ingeridas por estos animales. 

 La introducción de la dieta rica en sacarosa generó diferentes modificaciones en 

los transportadores de glutamato en función del momento en el que se introdujo y de las 

condiciones nutricionales tempranas. De este modo, dos semanas de dieta rica en 

sacarosa generaron un incremento de los transportadores de glutamato, lo que indicaría 

el incremento de la actividad excitatoria en el hipotálamo de estas ratas. Además, el 

incremento de los transportadores de glutamato podría estar relacionado con el efecto 

placentero y reductor de estrés de la ingesta de sacarosa (Ulrich-Lai y cols., 2010), puesto 

que se ha observado que en modelos de depresión disminuye la captación de glutamato, 

disminuyendo los niveles de expresión de los transportadores de este neurotransmisor 

en los astrocitos (Zink y cols., 2010). Es posible que el mantenimiento a largo plazo de la 

dieta disminuya el efecto placentero de la sacarosa, como hemos comentado 

anteriormente y como podría sugerir la disminución de los niveles de GLAST y de la 

isoforma de 51 kDa de GLT-1 en los animales alimentados con sacarosa desde el 

destete. Estos resultados también podrían indicar una disminución de la actividad 

excitatoria en el hipotálamo por efecto de una dieta a largo plazo.  

 

 

A la vista de los resultados obtenidos, los sistemas central y periférico responden 

a los cambios producidos por la nutrición neonatal y por la introducción de la dieta rica 

en sacarosa. Por tanto, el fenotipo final de estos animales podría ser el resultado de la 

interferencia de ambos sistemas. Aunque desconocemos cuáles son las señales que 

generan esos cambios centrales, las hormonas metabólicas podrían estar implicadas en 

los mismos. Por ello decidimos estudiar el efecto de la administración de ghrelina y 

leptina. 

 

 

Efecto de la ghrelina y de la leptina sobre los transportadores de 

glucosa y de glutamato en el hipotálamo 
 

Dado que la ghrelina y la leptina son hormonas implicadas en el metabolismo 

energético, y que sus niveles circulantes se encuentran alterados por efecto de la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ulrich-Lai%20YM%22%5BAuthor%5D
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nutrición neonatal y por la ingesta de una dieta rica en carbohidratos, se investigó el 

efecto directo de ambas hormonas sobre los astrocitos y los transportadores de glucosa y 

de glutamato hipotalámicos. Igualmente, se analizó el efecto del ayuno, para determinar 

cómo un cambio fisiológico de los niveles circulantes de hormonas metabólicas afecta a 

los astrocitos y a los transportadores de glucosa y de glutamato hipotalámicos. 

 

Modificación de los niveles de ghrelina y de leptina mediante el ayuno 

Es bien conocido que el ayuno conduce a la respuesta adaptativa hormonal 

y metabólica, generando la disminución de los niveles circulantes de glucosa y 

triglicéridos, así como de los niveles séricos de leptina e insulina (Heber, 1997; Kmiec y 

cols., 2005), tal y como se observa en nuestro estudio, donde el ayuno disminuye los 

niveles séricos de estas dos hormonas.  

Por el contrario, observamos que el ayuno incrementa los niveles circulantes de 

ghrelina total, aunque este incremento solo alcanza la significación tras un ayuno de 12 

horas. Estudios previos han determinado que la concentración sérica de ghrelina 

incrementa por efecto del ayuno (Van der Lely y cols., 2004; Spiegel y cols.,  2010; Zhao y cols., 

2010) y se reduce tras la ingesta o por la administración central de glucosa (Tschöp y cols., 

2000). La existencia de cambios importantes en los niveles plasmáticos de ghrelina 

asociados a la ingesta parece reafirmar la hipótesis de que la ghrelina circulante 

derivada del estómago regula los mecanismos centrales relacionados con el apetito. Para 

determinar si los niveles circulantes de ghrelina se regulan por el estómago lleno o por 

la ingesta de nutrientes Tschöp y cols. compararon la administración oral de agua con 

una sonda nasogástrica de 50% de dextrosa en agua, observando que el estómago lleno 

por el agua no cambiaba los niveles de ghrelina mientras que el estómago lleno de 

dextrosa redujo significativamente los niveles séricos de esta hormona (Tschöp y cols., 

2000).  

  

Estos resultados indican que el ayuno es un buen modelo para modificar 

fisiológicamente los niveles circulantes de leptina y de ghrelina. Sin embargo, aunque el 

ayuno genera modificaciones en los niveles de estas dos hormonas, los cambios 

detectados sobre las proteínas estructurales de la glía y sobre los transportadores de 

glucosa y de glutamato por efecto del ayuno pueden ser debidos, no sólo a las 
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modificaciones de dichas hormonas, sino a otra serie de cambios generados por la 

abolición de la ingesta, como los cambios en los niveles de triglicéridos, ácidos grasos 

libres, hormona de crecimiento o corticosteroides, entre otros (Cahill  y cols., 1966; 

Maughan y cols., 2010). 

 

El aumento hipotalámico de GFAP y PCNA podría indicar un incremento de la 

proliferación o una modificación del recambio de los astrocitos consecuencia del ayuno. 

Previamente se ha descrito que el ayuno genera el incremento de la proteína S100B 

(Netto y cols., 2006), proteína que se expresa principalmente en astrocitos, tanto astrocitos 

maduros como en desarrollo (Boyes y cols., 1986; Van Eldik y Wainwright, 2003).  

Por otra parte, el ayuno disminuye los niveles proteicos de vimentina. Los 

estudios in vitro, donde los niveles de vimentina de los astrocitos hipotalámicos no se 

vieron afectados por el tratamiento con ghrelina, apoyan la hipótesis de que podrían ser 

otros tipos celulares los que se encuentren afectados por el incremento de esta hormona. 

Por ello, la modificación de vimentina podría deberse a cambios morfológicos de los 

tanicitos hipotalámicos, células que regulan el paso de sustancias a través de la BHE y 

que responden a diversos estímulos modificando la expresión de sus proteínas 

estructurales, como la vimentina, necesarias para la formación de las uniones estrechas 

que forman la BHE (Frayling y cols., 2011). Es posible que las modificaciones generadas 

por el ayuno, como el incremento de ghrelina, produzcan esa modificación de los 

tanicitos, lo que alterará el paso de sustancias a través de la BHE para la adaptación del 

organismo al nuevo estado metabólico producido por la ausencia de nutrientes. 

Por otra parte, dado que la administración central de leptina induce el incremento 

de vimentina en el hipotálamo (García-Cáceres y cols., 2011), es posible que los niveles 

disminuídos de esta proteína se deban, al menos en parte, a la disminución de los 

niveles séricos de leptina por efecto del ayuno. 

 

El ayuno modificó los niveles de los transportadores de glucosa, incrementando 

GLUT-1 y GLUT-3 y disminuyendo GLUT-2. El aumento de GLUT-1 y GLUT-3 

podría indicar que, debido a la restricción calórica, las neuronas y astrocitos necesitan 

incrementar la captación de glucosa para que generen el ATP necesario para mantener 

las funciones celulares, haciendo necesario el incremento de dichos transportadores. 

http://bjsm.bmj.com/search?author1=R+J+Maughan&sortspec=date&submit=Submit
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Además, el incremento detectado en los niveles del transportador de glutamato GLAST 

apoyaría esta hipótesis.  

En relación a GLUT-2, transportador esencial para el control de la ingesta (Bady y 

cols., 2006; Stolarczyk y cols., 2010), se ha observado que cantidades reducidas de este 

transportador en el cerebro previenen el incremento de ingesta (Wan y cols., 1998), por lo 

que es posible que la disminución de este transportador tras el ayuno afecte la actividad 

de las neuronas implicadas en la regulación de la ingesta, adaptando al organismo al 

nuevo estado metabólico. 

 

Efectos periféricos de la administración central de ghrelina  

La administración central y crónica de ghrelina incrementa los depósitos de grasa 

visceral por un mecanismo independiente de la ingesta  

La administración crónica de ghrelina en el ventrículo lateral generó un 

incremento de peso corporal y un aumento de los depósitos de grasa subcutánea y 

periférica en las ratas que tuvieron un acceso libre a la comida. Estos resultados se 

apoyan en diversos estudios previos en los que la administración central de ghrelina 

incrementa la ingesta y la ganancia de peso corporal e induce adiposidad, tanto en 

humanos como en animales (Tschöp, 2000; Lall y cols., 2001), siendo esta hormona 

prioritaria en la regulación de la ingesta y de la homeostasis energética (Wren y cols., 

2000; Nakazato y cols., 2001; DeBoer, 2008). El incremento de peso observado se produce 

por estimulación de la ingesta, ya que el grupo de ratas tratadas con ghrelina y que 

tuvieron restringida la comida no presentó modificaciones en el peso. Además, el 

tratamiento agudo con esta hormona, que no generó modificaciones en la ingesta, 

tampoco incrementó el peso corporal de los animales. Estudios previos de 

administración icv aguda de ghrelina mostraron un incremento de la ingesta dos horas 

después de la administración del tratamiento (Tang-Christensen y cols., 2004). Igualmente, 

se ha observado que la acción de la ghrelina sobre la ingesta alcanza su máximo efecto a 

las 4 horas de su administración central (Kamegai y cols., 2000; Lawrence y cols., 2002). Por 

tanto, no podemos descartar que el tiempo de tratamiento no fuese el suficiente para 

generar cambios en la ingesta o el peso corporal de los animales. 

El incremento de adiposidad puede producirse de manera indirecta, por esa 

estimulación de la ingesta, o por un efecto directo de la ghrelina sobre el tejido adiposo, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tang-Christensen%20M%22%5BAuthor%5D
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ya que se ha determinado la presencia del receptor de ghrelina GHS-R1a en el tejido 

adiposo de rata (Choi y cols., 2003), y ya que previamente se ha observado que la ghrelina 

estimula la adipogénesis e incrementa el número de adipocitos in vitro por inhibición de 

la apoptosis y por la activación de la proliferación y diferenciación (Choi y cols., 2003; 

Kim y cols., 2004a). El grupo de ghrelina pair-fed no tenía incrementados los depósitos de 

tejido adiposo subcutáneo; sin embargo, sí presentaba mayores depósitos de grasa 

visceral que los controles, siendo similares a los detectados en el grupo de ghrelina con 

comida ad libitum. Este resultado apoya la teoría de que la ghrelina actúa directamente 

sobre el tejido adiposo, incrementando los depósitos de grasa visceral por un 

mecanismo independiente de la secreción de GH y de la ingesta (Thompson y cols, 2004).  

 

La administración central de ghrelina modifica los niveles de las hormonas 

circulantes implicadas en el metabolismo energético 

El tratamiento central con ghrelina, tanto a corto como a largo plazo, generó un 

incremento significativo de los niveles circulantes de la forma total de esta hormona, sin 

modificar los niveles de ghrelina acilada. Este hecho sucede en ambos grupos de ratas 

tratadas con ghrelina, con independencia de la ingesta, por lo que parece tratarse de un 

efecto directo de la ghrelina, que además indicaría que esta hormona ha atravesado la 

BHE, la cual regula el transporte de la ghrelina del cerebro a la sangre y viceversa, 

desempeñando un papel relevante en la acción de esta hormona (Banks y cols., 2002).  

En estos animales, la mayor parte de la ghrelina periférica se encontraba 

desacilada, estando el ratio de acilación disminuido una hora después de la 

administración del tratamiento, ya que los niveles de ghrelina acilada no se modificaron 

con el tratamiento. Hay que tener en cuenta que la ghrelina acilada tiene una vida media 

corta en la circulación (Akamizu y cols., 2005; Toshinai y cols., 2006), metabolizándose 

rápidamente mediante esterasas circulantes que se encargan de desacilarla. Por tanto, 

podría ser que la mayor parte de la ghrelina inyectada se hubiese desacilado tras una 

hora de su administración, lo que lleva a un incremento de los niveles de ghrelina total 

sin modificar los niveles circulantes de ghrelina acilada, aunque ésto está por demostrar.  

 

En diversos estudios se ha referenciado que parte de los efectos de la ghrelina 

sobre el metabolismo pueden ser consecuencia de sus efectos sobre los niveles 
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plasmáticos de insulina (Kim y cols., 2004b). De hecho, la ghrelina juega un papel 

importante en la regulación de la homeostasis de la glucosa a través de la modulación de 

la secreción de insulina (Reimer y cols., 2003; Heppner y cols., 2011), incrementando la 

glucemia al disminuir la secreción de insulina inducida por glucosa en los islotes 

pancreáticos (Dezaki y cols., 2004; Dezaki y cols., 2006). En nuestro estudio, sin embargo, los 

niveles de glucosa e insulina no se modificaron, tal y como se ha observado en otros 

estudios de infusión central de ghrelina (Kamegai y cols., 2001; Theander-Carrillo y cols., 

2006). Una posible explicación vendría apoyada por diversos estudios que indican que la 

forma acilada de la ghrelina es capaz de disminuir la sensibilidad a la insulina (Adeghate 

y Ponery, 2002; Pöykkö y cols., 2003), mientras que la forma desacilada incrementa dicha 

sensibilidad (Cederberg y cols., 2011). Dado que la ghrelina se desacila rápidamente en la 

circulación y que la coadministración de ghrelina y ghrelina desacilada regula la 

producción de insulina en el páncreas (Gauna y cols., 2004), es posible que finalmente no 

se detecten cambios en los niveles de insulina, ni siquiera una hora después de realizar 

el tratamiento.  

Como cabría esperar, el tratamiento central y crónico con ghrelina incrementó los 

niveles séricos de leptina, niveles que correlacionan con los cambios de peso y el 

incremento de adiposidad. En estudios previos se ha observado que el incremento en las 

concentraciones de ghrelina periférica incrementa la producción de leptina en el tejido 

adiposo para mantener, de este modo, la homeostasis (Spinedi y Gaillard, 1998). Además, 

dado que el tratamiento con ghrelina produce un efecto positivo sobre la lipogénesis y/o 

adipogénesis (Tschöp y cols., 2000), es entendible el incremento de los niveles circulantes 

de leptina, pues el tejido adiposo es el principal centro productor y liberador de esta 

hormona, siendo su expresión y secreción reflejo el estado de adiposidad en humanos y 

en roedores (Frederich y cols., 1995). Este incremento de leptina circulante solo se detectó 

en los animales tratados con ghrelina que tenían acceso a la comida ad libitum. Si se 

producía una restricción de la comida, los niveles de leptina no se modificaban. Se sabe 

que la secreción de leptina se lleva a cabo por el tejido adiposo subcutáneo, 

retroperitoneal y perilinfático, siendo mayor la secreción de esta hormona y la expresión 

del mensajero de leptina en los depósitos de grasa subcutánea que en los de grasa 

visceral (Montague y cols., 1997; Van Harmelen y cols., 1998), por lo que es lógico que estos 

animales, que no presentaban un incremento en los depósitos de grasa subcutánea, no 

presenten incrementados los niveles circulantes de leptina. Estos resultados vienen 
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apoyados por los obtenidos en los animales sacrificados una hora después del 

tratamiento central con ghrelina, los cuales no presentan modificaciones en la ingesta ni 

en los depósitos de grasa y tampoco tienen modificados los niveles circulantes de 

leptina. 

 

Efecto central de la administración central de ghrelina  

El receptor de ghrelina se expresa en diversos núcleos hipotalámicos, incluido el 

ARC (Cowley y cols., 2003; Nogueiras y cols., 2004; Zigman y cols., 2006; Kedzia y cols., 2009; 

Andrews, 2011), donde se ha detectado su expresión en diversas poblaciones neuronales 

como las neuronas NPY y POMC (Willesen y cols., 1999) y las neuronas liberadoras de 

hormona de crecimiento (Tannenbaum y cols., 1998). La ghrelina actúa directamente sobre 

estas células para modificar el metabolismo. Sin embargo, se desconoce si sus efectos 

sobre la glía se realizan a través del receptor GHS-R1a, 1b u otros receptores no 

descritos hasta el momento.  

 

La administración central de ghrelina no modifica los niveles de los neuropéptidos 

hipotalámicos, con independencia de la ingesta 

Diversos trabajos en roedores han demostrado que el hipotálamo es el principal 

centro regulador de la ingesta y del peso corporal (Horvath, 2005; Fioramonti X, 2007), 

recibiendo señales de distintas hormonas sobre el estado de las reservas energéticas 

corporales. Es bien conocido que la leptina y la ghrelina, así como la insulina y otras 

señales metabólicas, pueden modificar la síntesis y secreción de los neuropéptidos y 

neurotransmisores involucrados en el control metabólico (Cowley, 2003; Ahima y Osei, 

2004; Sun y cols., 2007), modificando la actividad de las neuronas NPY y POMC (Cowley, 

2003). 

El tratamiento central y crónico con ghrelina no generó modificaciones en los 

niveles de expresión de los neuropéptidos hipotalámicos implicados en la regulación de 

la ingesta. Este hecho puede deberse a que la determinación de los niveles de los 

neuropéptidos se realizó en todo el hipotálamo en su conjunto; no se aisló el ARC. 

Además, estos resultados pueden deberse a un efecto compensatorio, dado que al estar 

incrementados los niveles de leptina circulantes, y atravesar esta hormona la BHE,  

inhibirían la expresión de los neuropéptidos orexigénicos y estimularían la de los 
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anorexigénicos, acción contraria a la que ejercería la ghrelina, lo que finalmente 

equilibraría la expresión de los citados neuropéptidos. 

 

La administración central de ghrelina y su efecto sobre proteínas estructurales gliales 

Tanto la ghrelina como la leptina modulan la estructura de los circuitos 

neuronales, generando cambios morfológicos en el hipotálamo que pueden jugar un 

papel fundamental en determinados procesos fisiológicos (Pinto y cols., 2004; Horvath, 2005 

y 2006; García-Cáceres y cols., 2011). La capacidad del cerebro de modificar sus estructuras 

celulares en respuesta a determinados estímulos ha sido objeto de estudio en los últimos 

años. Además, se ha demostrado que ambas hormonas inducen cambios sinápticos 

rápidos en neuronas hipotalámicas implicadas en el metabolismo (Pinto y cols., 2004; 

Horvath, 2005 y 2006; García-Cáceres y cols., 2011). Dado que los astrocitos participan en los 

cambios sinápticos en respuesta a diferentes hormonas (Garcia-Segura y cols., 1996; Garcia-

Segura y cols., 1999; Ullian y cols., 2001), y ya que estas células gliales expresan los 

receptores de leptina (Cheunsuang y Morris, 2005; Pan y cols., 2008; Hsuchou y cols., 2009) y de 

ghrelina (Dixit y cols., 2006), es posible que algunos efectos metabólicos de estas 

hormonas estén mediados por los astrocitos.  

 

Se ha sugerido una acción de la ghrelina como inductor de la diferenciación y la 

movilidad astrocitaria tanto en cultivos celulares (Dixit y cols., 2006) como en ratones 

adultos (Moon y cols., 2009). Sin embargo, nuestros resultados muestran una disminución 

significativa en los niveles de GFAP con la administración central y crónica de ghrelina. 

Este efecto no se observa cuando se trata de un tratamiento agudo de 1 hora. Por tanto, 

la disminución de GFAP observada podría no ser producida de forma directa por la 

ghrelina sino ser el resultado de algún cambio central o sistémico inducido por el 

tratamiento crónico de la ghrelina. Los resultados in vitro apoyan esta posibilidad, dado 

que la ghrelina induce un aumento de GFAP en astrocitos aislados.  

Se sabe que la administración central de ghrelina facilita la liberación de 

glucocorticoides (Korbonits y cols., 2004), efecto realizado a través del receptor GHS-R1a 

(Andrews, 2011; Hansson y cols., 2011). Los cambios detectados en GFAP podrían deberse 

al efecto que genera la ghrelina sobre estos factores, puesto que hay diversos trabajos 

que indican que los glucocorticoides son capaces de modificar la expresión de GFAP 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dixit%20VD%22%5BAuthor%5D
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tanto in vivo (Lambert y cols., 2000) como in vitro (Avola y cols., 2004). Por otra parte, ya 

que está descrito que, en diversos tejidos y tipos celulares, la leptina y la ghrelina tienen 

efectos antagónicos, incluyendo sus efectos sobre los cambios sinápticos (Pinto y cols., 

2005; Klok y cols., 2007; Sun y cols., 2007), cabría pensar que la diminución de GFAP en las 

ratas tratadas con ghrelina podría deberse a la disminución de la longitud de las 

proyecciones de los astrocitos, ya que la leptina, genera el efecto opuesto (García-Cáceres 

y cols., 2011). Sin embargo, datos no publicados de nuestro laboratorio, muestran que el 

tratamiento icv crónico de ghrelina crónica no modifica el número de astrocitos, aunque 

genera un incremento en la longitud de las proyecciones de los astrocitos del ARC. Ya 

que el análisis de los niveles de GFAP corresponde a todo el hipotálamo, puede suceder 

que este marcador astrocitario se encuentre disminuido en otros núcleos hipotalámicos 

diferentes al ARC.  

 

La administración central y crónica de ghrelina no modificó los niveles del 

marcador de proliferación celular PCNA, aunque se ha descrito que esta hormona 

induce proliferación celular en diversas regiones cerebrales como en el hipocampo 

(Moon y cols., 2009) o en el núcleo motor dorsal del nervio vago (Ammori y cols., 2008). No 

obstante, no se ha referenciado un efecto proliferativo de esta hormona sobre el ARC. 

Los niveles de vimentina tampoco están incrementados por efecto de la ghrelina, lo que, 

acompañado de la estaticidad de los niveles de PCNA, podría indicar que los astrocitos 

no se encuentran activados por este tratamiento.  

 

La administración central de ghrelina y su efecto sobre los transportadores de 

glucosa 

La ghrelina participa en la homeostasis de la glucosa, desempeñando una función 

relevante en la regulación de la secreción de la insulina y en el metabolismo de la 

glucosa (Yada y cols., 2008; Delhanty y Van der Lely, 2011). Además, los núcleos 

hipotalámicos implicados en el control de la función neuroendocrina y de la 

homeostasis energética poseen células glucosensibles capaces de detectar y regular, 

mediante transportadores localizados en sus membranas (Levin, 2004), los niveles 

circulantes de glucosa (Song y cols., 2001; Levin y cols., 2004; Fioramonti y cols., 2004). 

Igualmente, se ha descrito que expresan receptores para leptina y ghrelina (Cowley y cols, 
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2003; Levin y cols., 2004; Zigman y cols., 2006), por lo que cabe pensar que estas hormonas 

pueden ejercer parte de su acción a través de los transportadores de glucosa, 

modificándose así la capacidad de regulación de la homeostasis energética. Los 

astrocitos participan en el transporte de la glucosa al cerebro y a las neuronas (Pellerin, 

2005); sin embargo, se desconoce si esta función está afectada directamente por las 

hormonas metabólicas de estudio.  

 

El tratamiento central con ghrelina, tanto a corto como a largo plazo, disminuyó 

los niveles de GLUT-2 y GLUT-3. En el caso del tratamiento crónico esta disminución 

sólo se observa en las ratas tratadas con ghrelina y con acceso libre a la comida, de 

manera que la ghrelina disminuye los niveles de estos transportadores a expensas de la 

ingesta incrementada y/o por el efecto de este aumento de ingesta. Al analizar los 

niveles de GLUT-3 en la línea de neuronas hipotalámicas RCA-6 no se detectan 

cambios tras el tratamiento con ghrelina, lo que indicaría que la ghrelina debe activar 

otros mecanismos para generar esa modificación en los niveles de GLUT-3, cambios 

que conducirían a una menor captación de glucosa por parte de las neuronas.  

La disminución de GLUT-2, transportador localizado fundamentalmente en 

astrocitos hipotalámicos (Leloup y cols., 1994), va acompañada de la disminución de los 

niveles de GFAP por efecto del tratamiento crónico de ghrelina. La detección de 

glucosa por parte de GLUT-2 es fundamental para el control de la ingesta (Bady y cols., 

2006; Stolarczyk y cols., 2010), de forma que GLUT-2 detecta los niveles de glucosa para, 

así, adaptar la ingesta. Los ratones transgénicos nulos en GLUT-2 (glut2
-/-

) tienen 

incrementada la ingesta y presentan una regulación anormal de la expresión de los 

neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos en el hipotálamo  (Bady y cols., 2006). Este 

papel de GLUT-2 en el control de la ingesta también se ha observado en humanos 

(Stolarczyk y cols., 2010). Por tanto, la disminución de GLUT-2 producida por el 

tratamiento central con ghrelina podría ser, al menos en parte, responsable del 

incremento de la ingesta, aunque no podemos descartar que ese incremento de ingesta 

producido por el tratamiento con ghrelina sea el que genere la disminución de este 

transportador.  
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La administración central de ghrelina y su efecto sobre los transportadores de 

glutamato 

Los transportadores de glutamato también intervienen en el metabolismo de la 

glucosa (Serres y cols., 2003; Serres y cols., 2004; Pellerin, 2005; Yi y Hazell, 2006), así como en 

la modulación de la transmisión sináptica glutamatérgica (Ozawa, 2007). El transporte de 

glutamato al interior de los astrocitos a través de GLAST y GLT-1 incrementa la 

glucolisis, para producir energía y proporcionar lactato como sustrato a las neuronas 

(Serres y cols., 2003; Serres y cols., 2004; Pellerin, 2005), además de reducir la presencia de 

glutamato en la hendidura sináptica (Ozawa, 2007).  

 

El tratamiento central con ghrelina, tanto a corto como a largo plazo, incrementó 

los niveles de ambos transportadores de glutamato, pero en el caso del tratamiento de 14 

días, este incremento sólo se detectó en el grupo de ratas con comida ad libitum, por lo 

que, probablemente, se trata de un efecto de la ghrelina dependiente de la ingesta, 

inducido por la ghrelina y por los efectos que genera. Este incremento podría venir dado 

por una inducción de la liberación de glutamato desde la neurona presináptica a la 

hendidura sináptica (Yi y Hazell, 2006), haciéndose necesaria la recaptación del glutamato 

por parte de los astrocitos para retirarlo del espacio sináptico. Por tanto, el incremento 

de los transportadores de glutamato podría producirse como mecanismo 

neuromodulador y neuroprotector. Pero además, el incremento de los transportadores de 

glutamato incrementa a su vez el metabolismo de la glucosa en los astrocitos (Pellerin, 

2005; Yi y Hazell, 2006). Dado que los transportadores de glutamato son bombas iónicas 

que acoplan el transporte de glutamato al simporte o antiporte de Na
+
 y K

+
, 

aprovechando sus gradientes (Cholet y cols., 2002; Yi y Hazell, 2006), su transporte genera 

una activación de la glucolisis, favoreciendo la formación de lactato, a partir de la 

glucosa almacenada en estas células, que será utilizado como sustrato energético (Serres 

y cols., 2003; Serres y cols., 2004; Pellerin, 2005). Por tanto, estos resultados sumados a la 

disminución de los transportadores de glucosa, podrían indicar que la ghrelina está 

favoreciendo el empleo de otros sustratos energéticos diferentes a la glucosa. 

 

En consecuencia, la ghrelina modifica los niveles de los transportadores de 

glucosa y de glutamato en el hipotálamo. No obstante, se desconoce si esos efectos se 
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producen por la acción directa de esta hormona sobre las células gliales o si son 

cambios mediados por otras células. Por ello, analizamos los efectos de la ghrelina 

sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en cultivos primarios de astrocitos 

hipotalámicos y en la línea de astrocitoma de rata C6, dónde, además, determinamos si 

esta hormona modificaba la localización de los transportadores en la membrana, lugar 

en que son activos. 

El tratamiento con esta hormona resultó en un incremento de los niveles de 

GLUT-2 en los astrocitos hipotalámicos y en la línea de astrocitoma de rata, donde 

además se detectó un incremento en los niveles de este transportador en la membrana 

plasmática. Ya que in vivo, el tratamiento central con ghrelina disminuyó los niveles de 

este transportador, estos resultados indicarían que la ghrelina tiene un efecto directo 

sobre GLUT-2 en los astrocitos. Es posible que in vivo existan otras modificaciones, 

producidas por la propia ghrelina, por la ingesta o por otras señales, que generen 

cambios inversos sobre GLUT-2. Además, es posible que los cultivos primarios de 

astrocitos respondan de manera diferente porque proceden de ratas de edad temprana y 

la línea C6 porque es tumoral.  

Tal y como se observó en el modelo in vivo, la ghrelina incrementó los niveles 

proteicos de GLAST, tanto en los astrocitos hipotalámicos como en la línea de 

astrocitoma de rata, incremento detectado en los niveles de este transportador en la 

membrana celular de la células C6. Además, en los cultivos primarios de astrocitos, la 

ghrelina generó una disminución de los niveles de glutamato en el medio. Esta 

disminución podría indicar una disminución de la liberación de glutamato por parte de 

los astrocitos o una mayor captación del glutamato por estas células. Dado que los 

cambios detectados en estos transportadores por efecto de la ghrelina fueron similares 

en cultivos primarios y en el astrocitoma de rata, es posible que el incremento de 

GLAST en la membrana plasmática de las C6 se produzca también en los astrocitos 

hipotalámicos en cultivo, lo que generaría una mayor captación de glutamato y la 

consiguiente disminución de este neurotransmisor en el medio de cultivo.  

La captación de glutamato genera la activación de la glucolisis (Pellerin, 2005), lo 

que puede incrementar la demanda energética de estas células, de ahí el incremento de 

los niveles de GLUT-2 localizado en la membrana tras 24 horas de tratamiento con 

ghrelina. Estos resultados corroborarían la hipótesis de que la ghrelina generaría una 

activación del metabolismo en los astrocitos. 
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Resultados preliminares del laboratorio indican que el tratamiento con ghrelina 

también incrementa los niveles proteicos de GLAST y de GLUT-2 en cultivos primarios 

de astrocitos hipotalámicos de ratón (datos no mostrados). Sin embargo, en ratones 

knock-out del receptor de ghrelina GHS-R1a, no observamos dichas modificaciones 

(datos no mostrados). Aunque no se puede descartar la existencia de otro receptor de 

ghrelina distinto del 1a en astrocitos, los resultados obtenidos parecen indicar que los 

efectos de la ghrelina sobre los transportadores de glucosa y de glutamato se producen 

vía este receptor en los astrocitos. De hecho, se ha descrito que el receptor de ghrelina 

GHS-R1a está sobreexpresado en astrocitomas celulares, pero también se ha detectado 

su expresión en cultivos primarios de astrocitos humanos (Dixit y cols., 2006). En los 

cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos de rata no detectamos expresión de este 

receptor, lo que podría deberse, a la vista de los resultados, a la baja expresión de este 

receptor en dichas células. También es posible que la isoforma de este receptor en 

astrocitos sea diferente del expresado en las neuronas, por lo que no lo detectamos con 

las sondas de expresión empleados en la RT-PCR.  

 

Efectos periféricos de la administración central de leptina  

La administración central de leptina disminuye el peso corporal sin modificar los 

niveles circulantes de las hormonas metabólicas   

Los resultados obtenidos en referencia al peso de las ratas que reciben un 

tratamiento crónico y central de leptina, se apoyan en diversos estudios en los cuales la 

administración central de leptina provoca una pérdida de apetito y una disminución del 

peso corporal (Flier y Maratos-Flier, 1998; Friedman y Halaas, 1998). La leptina interviene, 

por tanto, en la homeostasis energética evitando un incremento excesivo del tejido 

adiposo (Campfield y cols., 1998). Sin embargo, la administración central de esta hormona 

no generó cambios significativos en ninguna de las hormonas circulantes analizadas, a 

pesar de que diversos estudios demuestran efectos de la administración de leptina sobre 

los niveles circulantes de insulina y ghrelina (Williams y Mobarhan, 2003).  

Cuando se produce una pérdida de peso, debida a la pérdida de masa grasa, se 

produce una disminución de los niveles circulantes de leptina (Klok y cols., 2007; Rolland y 

cols., 2011). El hecho de no detectar esta disminución parece indicar que la leptina 

administrada centralmente está incrementando los niveles de leptina circulante 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dixit%20VD%22%5BAuthor%5D
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atravesando la BHE, evitando así la modificación normal de los niveles circulantes de 

leptina con una pérdida de masa grasa. Este hecho podría explicar la ausencia de 

cambios en los niveles circulantes de otras hormonas, como la insulina o la ghrelina. 

Algunos autores apuntan que la leptina ejerce una regulación de la ghrelina circulante 

en roedores (Friedman y Halaas, 1998); sin embargo, otros estudios apoyan nuestros 

resultados, dado que no han detectado un efecto directo de la leptina administrada icv 

sobre los niveles de ghrelina (Tschöp y cols., 2001, Chan y cols., 2004). Podría ser que la 

leptina circulante sí tenga efecto sobre los niveles séricos de ghrelina, mientras que la 

leptina central no. Estos resultados apoyarían la hipótesis de que estas dos hormonas 

participan en el control del metabolismo energético de forma independiente (Klok y cols., 

2007).  

 

Efectos centrales de la administración de leptina  

Los receptores de leptina se expresan en diversas áreas cerebrales, como en el 

hipotálamo (Tartaglia, 1997; Hakansson y cols., 1998; Donato y cols., 2009; Myers y cols., 2009), 

donde esta hormona actúa regulando la ingesta y el incremento de peso. Además, se ha 

determinado la expresión de receptores de leptina en los astrocitos (Cheunsuang y Morris, 

2005; Pan y cols., 2008; Hsuchou y cols., 2009), expresión que se ve alterada tras el aumento 

en los niveles de leptina inducido por la dieta (Hsuchou y cols., 2009). Con estas premisas 

determinamos el efecto de la administración central y crónica de leptina sobre proteínas 

estructurales gliales y sobre los transportadores de glucosa y de glutamato en el 

hipotálamo, así como el efecto directo de esta hormona sobre los astrocitos 

hipotalámicos de rata en cultivo primario y sobre una línea de astrocitoma de rata. 

 

La leptina induce la activación y diferenciación de los astrocitos hipotalámicos y 

modifica los niveles proliferativos en el hipotálamo 

Los niveles del marcador astrocitario GFAP incrementaron por efecto de la 

administración central y crónica de leptina (García-Cáceres, 2011), tal y como sucede en 

modelos de obesidad, donde se detecta una hiperleptinemia (Hsuchou y cols., 2009; Horvath 

y cols., 2010). Además, previamente se ha demostrado que la leptina es capaz de 

modificar las conexiones sinápticas en el hipotálamo (Pinto y cols., 2004) y que los 

astrocitos pueden modificar la eficacia sináptica, no sólo por su participación en la 
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retirada del glutamato de la hendidura sináptica, sino también mediante el control de las 

concentraciones iónicas extracelulares, cambiando así la excitabilidad neuronal (Araque 

y Navarrete, 2010), por lo que podría ser que los astrocitos participen en la remodelación 

sináptica que induce la leptina en el hipotálamo. De hecho, la administración central y 

crónica de leptina induce un incremento en la longitud de las proyecciones de los 

astrocitos hipotalámicos en ratas (García-Cáceres y cols., 2011), lo que podría estar 

relacionado con el incremento detectado en los niveles de GFAP en las ratas tratadas 

con leptina. Igualmente, se detecta un incremento en los niveles hipotalámicos de 

vimentina, marcador de astrocitos inmaduros y activados. Por su parte, el tratamiento 

con leptina durante 24 horas en cultivos primarios de astrocitos hipotalámicos 

incrementó los niveles proteicos de GFAP (García-Cáceres y cols., 2011). Por tanto, y dado 

que los astrocitos reactivos presentan un incremento en la expresión de  GFAP y 

vimentina (Halassa y Haydon, 2010), podría ser que la leptina ejerza un efecto 

diferenciador en los astrocitos hipotalámicos.  

 

En los cultivos primarios de astrocitos la leptina incrementó los niveles de 

expresión del receptor de leptina ObRb. Previamente se había determinado la 

sobreexpresión de este receptor en los astrocitos del hipotálamo en respuesta a elevadas 

concentraciones de leptina (Hsuchou y cols., 2009); sin embargo, se desconocía si esta 

hormona regulaba de manera directa la expresión de su receptor en los astrocitos del 

hipotálamo. 

 

La leptina no modifica los niveles de los transportadores de glucosa en los astrocitos 

hipotalámicos 

El tratamiento con leptina no alteró los niveles hipotalámicos de GLUT-1 o 

GLUT-2. Al analizar los niveles de GLUT-2 en cultivos primarios de astrocitos 

hipotalámicos así como en la línea de astrocitoma de rata C6, observamos que la leptina 

no ejerce ningún efecto sobre el mismo, por tanto, parece que esta hormona no modifica 

la captación de glucosa en estas células gliales. 

Sin embargo, el tratamiento icv con leptina disminuyó significativamente los 

niveles de GLUT-3, transportador que en cerebro se localiza casi exclusivamente en 

neuronas, siendo su principal transportador de glucosa (Maher y cols., 1992; Nagamatsu y 
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cols., 1993; McCall y cols., 1994; Gerhart y cols., 1995). En la línea de neuronas hipotalámicas 

RCA-6 también observamos una disminución de GLUT-3 tras el tratamiento con 

leptina, resultado que apoyaría la hipótesis de que la leptina genera una disminución de 

la captación de glucosa por parte de las neuronas.  

 

 

La leptina disminuye los niveles de los transportadores de glutamato en el hipotálamo 

El tratamiento icv con leptina disminuyó los niveles hipotalámicos de los 

transportadores de glutamato GLT-1 y GLAST. El mismo efecto lo observamos en tanto 

en astrocitos primarios de hipotálamo como en la línea de astrocitoma de rata C6, donde 

además disminuyeron los niveles proteicos de GLAST en la membrana plasmática.  

Además, los niveles de glutamato liberado al medio de cultivo de los astrocitos 

primarios estaban incrementados por el tratamiento con leptina, lo que podría ser debido 

al incremento de la secreción de este neurotransmisor por parte de los astrocitos o como 

consecuencia de la disminución de los niveles de los transportadores de glutamato en 

estas células, lo que disminuiría la recaptación del glutamato. Dado que está descrito 

que la leptina y la ghrelina ejercen efectos antagónicos en diversos tejidos y tipos 

celulares (Klok y cols., 2007; Sun y cols., 2007) es posible que esta disminución de los 

transportadores sea consecuencia de una reducción de la liberación de glutamato desde 

la neurona presináptica a la hendidura sináptica por efecto de la leptina, dado que con 

ghrelina se detecta el efecto contrario (Yi y Hazell, 2006). Ya que el aumento de los 

transportadores de glutamato incrementa a su vez el metabolismo de la glucosa en los 

astrocitos (Pellerin, 2005; Yi y Hazell, 2006), esta disminución podría ir en detrimento del 

metabolismo glucídico en estas células.  

 

 

En conjunto, los resultados obtenidos apuntan que los astrocitos juegan un papel 

fundamental en el control metabólico, participando en el transporte de glucosa y de 

glutamato, lo que podría ser mediado por alteraciones en hormonas metabólicas como la 

ghrelina y la leptina. 
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1. El consumo energético neonatal en la rata condiciona las características de la 

ingesta y la composición corporal a largo plazo, siendo los machos más 

susceptibles que las hembras a algunas condiciones de malnutrición postnatal 

temprana. 

 

 

2. La sobrenutrición neonatal y el consecuente incremento ponderal, inducen 

astrogliosis en el hipotálamo de ratas macho, presumiblemente debido a la 

existencia de hiperleptinemia. 

 

 

3. La sobrenutrición neonatal modifica los mecanismos de transporte de glucosa y 

de glutamato en el hipotálamo de ratas macho. Dicha anomalía podría ser 

responsable de las respuestas alteradas a cambios metabólicos. 

 

 

4. Los cambios metabólicos producidos por una dieta rica en sacarosa dependen de 

la presencia o ausencia de sobrenutrición neonatal y del momento de 

introducción y duración de la misma, presenciándose los cambios más acusados 

cuando la sacarosa se introduce en la alimentación en etapas más tempranas. 

 

 

5. La leptina y la ghrelina muestran efectos directos sobre los astrocitos 

hipotalámicos, modulando los mecanismos de transporte de glucosa y de 

glutamato. Dicha modulación, podría estar en relación con los efectos 

metabólicos centrales de ambas hormonas. 
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